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TETRAHYMENA-THERMOPHI LA" 
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Weitare Veroffen tl ich ui igej > sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnenmen 
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S+ehe Anhang Patenttamitie 



• Besondem Kategorien von angegebenen VerOHerttfcchungen 

"A" VerOftentScbung. die den aJlgemeinen Stand def Technik definieft. 
aber nicttt ais besooders bodeutsam anzusehen tst 

"E* aOeras Ookumeot, das jedoch erst am odor nachdero rttemabonalen 
AroneUedaturn veroffentticht wordan ist 

"L" Veroffentfcnung, die geet gno t ist etnen Pnontatsarrspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu (assert, oder dutch die das VeitWfentlk^iunQsdatum etner 
anderon wn Rec^erchenbertcht genanmen VerOttentfcchung betsgt warden 
soM Oder die aus einem andaren besonderan Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

Vgroffs t i&t hun^, dis sich auf sine mundliche Offenbamrtg, 
eine Bertutzung. eine Aussteilung Oder andere MaSnahmen bezieht 
Verottenttichung, die vor dem r>temarionaJen Anmetdert at u m . aber nacn 
dem beanspruchtsn Prioritatsdatum veroffe n tfccht woolen tst 



Spa tore Verdhentfcchurtg, die nacft dem intemabonaten Anmetdedatum 
o dar d am Pnomatsdaturn varoftanthcht wordeo tst und mit der 
AnmaWung racht koJIidiert, sondem nur zum Vetstandras das der 
Erfindung zugrundefegenden Priitz i ps odar der thr zugrundeiegenden 
Tneone angegeben ist 

"X* VeroffentKcbung von besonderer Bedeutung; die beanspnjcftte Erfindung 
kann aflein autgrund cfieser Veroffentticnung rocht ais neu odar exit 
erfinderischar Tatigfceit beruhend betrachtet w a rden 

"V Veroftenflichung von besonderer Bedautung; die beanspruchta Erfindung 
hyn nicM ais ant erfindertscber Tatigkeit benmend betrachtet 
wanton, warm die Verbff enttichung mit etner odar mebreren andaren 
Veroftemitchungen die sar Kategone m Verbindung gebractit wwd und 
dtese Verbindung fur emen Fadnmann nahetiegend ist 
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Kategone' Bezsichnung der Vetotfentlicttung. sowert ertonjertich untor Angabe Her tn Betracht kocnmenden Teile 



KOLL M ET AL: "THE EFFECT OF DIETARY 

STEROL ON THE ACTIVITY OF FATTY ACIO 

OESATURASES ISOLATED FROM 

TETRAHYMENA- SETOSA " 

JOURNAL OF PROTOZOOLOGY, 

Bd. 37, Nr. 3, 1990, Seiten 229-237, 

XP002152568 

ISSN: 0022-3921 
das ganze Dokument 

FUJIWARA Y ET AL: "CYTOPLASMIC LOCATION 
OF LIN0LE0YL-COENZYME DESATURASE IN 
MICROSOMAL MEMBRANES OF RAT LIVER" 
ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS. 
Bd. 233, Nr. 2, 1984, Seiten 402-4G7, 
XP002152569 

ISSN: 0003-9861 
das ganze Dokument, speziell Seite 403, 
"Other methods" 

NAPIER ET AL: "Identification of a 
Caenorhabdi ti s elegans 
delta6-fatty-acid-desaturase by 
heterologos expression in Saccharomyces 
cerevisiae" 

BIOCHEMICAL J OURNA L , GB , PORTLAND PRESS, 
LONDON, 

Bd. 330, Nr. 2. MSrz 1998 (1998-03). 
Seiten 611-614, XP002099453 
■■ ISSN: 0264-6021 
Abbildung 1 



& DATABASE GENBANK [Online] 
Accession No. AF031477, 
2. Mai 1998 (1998-05-02) 
"Caenorhabdi tis elegans 
del ta6-f atty-aci d-desaturase mRNA, 
complete cds" 
das ganze Dokument 
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VERTRAG U 



DIE INTERNATIONALE ZUSA 
EM GEBIET DES PATENTWES 



N ARBEIT 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

AX99046WO 


WEITERES siehe Mitteilung Ober die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


PCT/ EP 00/ 08778 


Internationales Anmeldedat'jm 
(T ag/Monat/Jahr) 

08/09/2000 


10/09/1999 


Anmelder 

AXIVA GMBH 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 1 8 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt_3 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unteriagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

( I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
|~X~| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Ober den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daR die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



□ 
□ 
□ 

□ 



o rn Bestimmte Anspruche haben sich afs nicht recherchierharerwiesen '? ; <?he p?!^ ■) 

3. \~ ] Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

| | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[X] wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 
NUCLEINSAURE AUS TETRAHYMENA KODIEREND FUER EINE DELTA 6 - DESATURASE , IHRE 
HER STELLUNG UND VERWENDUNG 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

p^l wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld ill angegebenen Fassung von dei Behorde festgesetzt. Der 
j | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 5l 



PH wie vom Anmelder vorgeschlagen 

□ 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| j weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 
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Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff geherende Veroffenttichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evti. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 6 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



BERTRAM J ET AL: "ISOLATION OF A STEAROYL 

COENZYME DESATURASE FROM 

TETRAHYMENA-THERMOPHI LA" 

JOURNAL OF PROTOZOOLOGY, 

Bd. 28, Nr. 1, 1981, Seiten 127-131, 

XP002152567 

ISSN: 0022-3921 
Zusammenfassung 
Ergebni sse 
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1-16 



I v I Weitere Veroffenttichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
I 1 entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



Besondere Kategorien von angegebenen VerSffentiichungen : 
A" Veroffentlichunq, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 

Anmeldedatum veroffentlicht worden 1st 
Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oderdurch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbaaing, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vordem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



"E 



"L 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 

Veroffentlichunq. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

15. Dezember 2000 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

1 1 02. 01 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, "fx. 31 651 epo nl, 
j Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Herrmann, K 
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Betr. Anspruch Nr. 
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A 



KOLL M ET AL: "THE EFFECT OF DIETARY 

STEROL ON THE ACTIVITY OF FATTY ACID 

DESATURASES ISOLATED FROM 

TETRAHYMENA-SETOSA" 

JOURNAL OF PROTOZOOLOGY, 

Bd. 37, Nr. 3, 1990, Seiten 229-237, 

XPO02 152568 

ISSN: 0022-3921 
das ganze Dokument 

FUJIWARA Y ET AL: "CYTOPLASMIC LOCATION 
OF LINOLEOYL-COENZYME DESATURASE IN 
MICROSOMAL MEMBRANES OF RAT LIVER" 
ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS, 
Bd. 233, Nr. 2, 1984, Seiten 402-407, 
XP002152569 

ISSN: 0003-9861 
das ganze Dokument, speziell Seite 403, 
"Other methods" 

NAPIER ET AL: "Identification of a 
Caenorhabditis elegans 
delta6-fatty-acid-desaturase by 
heterologos expression in Saccharomyces 
cerevisiae" 

BIOCHEMICAL JOURNAL, GB, PORTLAND PRESS, 
LONDON, 

Bd. 330, Nr. 2, Marz 1998 (1998-03), 
Seiten 611-614, XP002099453 

ISSN: 0264-6021 

Abbi ldung 1 

& DATABASE GENBANK [Online] 
Accession No. AF031477, 
2. Mai 1998 (1998-05-02) 
"Caenorhabditis elegans 
delta6-fatty-acid-desaturase mRNA, 

complete cds" 

das ganze Dokument 
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FormWatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juti 1992) 
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VERTRAG UBER ^INTERNATIONALE ZUSAlJfcNARBEIT AUF DEM / Lf 

^EBIET DES PATENTWESEnS 



EBIET DES PATENTWESE 

PCT 



i o czz 2::-i 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des An m elders Oder Anwalts 
AX99046WO 



_ siehe Mitteilung uber die Ubersendung des Internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/08778 



Internationales Anmeldedatum{Tag/Mo/7a*/Ja/7rJ 
08/09/2000 



Prioritatsdatum (T ag/Monat/T ag) 
1 0/09/1 999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/52 



Anmelder 

CELANESE VENTURES GMBH 



1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der ertinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



03/04/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



05.12.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Herrmann, K 



Tel. Nr. +49 89 2399 2670 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08778 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts afs "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beige fugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-38 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

15,16 ursprungliche Fassung 

1 -1 4 eingegangen am 08/1 1/2001 mit Schreiben vom 06/1 1/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 0-1 0/1 0 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-8, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

K in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

EI zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
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Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. B Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 

beizufugen). 

siehe Beiblatt 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 6 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Dokumente 

Fur diesen internationalen vorlaufigen Prufungsbericht (IPER) werden die 
Dokumente des internationalen Recherchenbericht (ISR) vom 12.02.01 in der dort 
angegebenen Reihenfolge mit D1-D5 abgekurzt. Der ISR ist von dieser Behorde 
erstellt worden. 

Zu PUNKT I (Grundlage des Bescheids) 

1 Die mit Schreiben vom 06.1 1 .01 eingereichten, geanderten Anspruche 2-10 und 
12-14 erfullen die Erfordernisse von Art. 34(2)(b) PCT. 

2 Die mit Schreiben vom 06.1 1 .01 eingereichten, geanderten Anspruche 1 und 1 1 
bringen Sachverhalte ein, die uber den Offenbarungsgehalt der internationalen 
Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgehen und stehen damit im Widerspruch 
zu Art. 34(2)(b) PCT. Es handelt sich dabei urn folgende Anderungen: 

Der Ausdruck "mindestens 70% Sequenzhomologie" ist nicht in der Beschreibung 
enthalten (siehe S. 13, Z. 22: "Sequenzidentitat") und macht auch keinen Sinn. 
Die Anspruche wurden unter der Voraussetzung gepruft, daf3 die besagten 
Anspruche das Merkmal "70% Sequenzidentitat" enthalten. 

3 Die ursprunglich eingereichte Anmeldung enthalt 8 Seiten Sequenzprotokoll (19 
Sequenzen). 

Zu PUNKT V (Neuheit, erfinderische Tatigkeit, gewerbl. Anwendbarkeit) 

1 Zusammenfassung der Anmeldung 

Die vorliegende Anmeldung beschreibt im wesentlichen eine DNA-Sequenz 
gemaB SEQ ID NO:1 (cDNA) und SEQ ID NO:3 (genomische Sequenz) und die 
entsprechende abgeleitete Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO:2. Besagte 
Sequenzen stammen aus Tetrahymena thermophila und weisen Homologien zu 
delta-6-Desaturasen auf. 
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2 Neuheit (Art. 33(2) PCT) 

2.1 Der Gegenstand von Anspruchen 1-16 ist der Offentlichkeit durch den zur 

Verfugung stehenden Stand der Technik nicht zuganglich gemacht worden und 
kann daher als neu betrachtet werden. 

Im zur Verfugung stehenden Stand der Technik wird keine Nukleinsaure 
kodierend fur eine delta-6-Desaturase aus Tetrahymena thermophila offenbart. 
D1 offenbart die Isolierung eines delta-9-Desaturase-Proteins aus Tetrahymena 
thermophila und nicht einer delta-6-Desaturase aus Tetrahymena thermophila, 

Im Stand der Technik ist ferner keine Nukleinsaure kodierend fur eine delta-6- 
Desaturase mit mindestens 70% Sequenzidentitat zu SEQ ID NO:2 offenbart. Das 
gleiche gilt fur ein Polypeptid mit wenigstens 70% Sequenzidentitat zu SEQ ID 
NO:2, und Teile davon mit mindestens 12 Aminosauren. 

3 Erfinderische Tatigkeit (Art. 33(3) PCT) 

3.1 Der Gegenstand der Anspruche 1-16 erqibt sich nicht in naheliegender Weise aus 
dem zur Verfugung stehenden Stand der Technik und erfullt daher die 
Erfordernisse von Art. 33(3) PCT. 

3.2 Die kodierenden Sequenzen zahlreicher delta-6-Desaturasen sind dem 
Fachmann bekannt (siehe z.B. D4 und D5 (AF031477); siehe auch S. 26, Beispiel 
3 und Abb. 4 dieser Anmeldung). 

3.3 Die Isolierung der delta-6-Desaturasen aus Tetrahymena thermophila war jedoch, 
nach Auffassung der IPEA, ohne erfinderisches Zutun nicht moglich. Die deIta-6- 
Desaturase von Tetrahymena thermophila besitzt z.B. keine Histidinboxen, wie sie 
bei einigen tierischen Desaturasen auftreten. Daher liegt nahe, daB besagte 
Desaturase z.B. mit degenerativen Primern, die von Histidinboxen abstammen, 
nicht zu klonieren ist. Desweiteren besteht laut vorliegender Beschreibung (S. 8, 
Z. 14-17) lediglich eine Identitat von 25% zwischen der erfindungsgemaBen 
Polypeptidsequenz und bereits bekannten delta-6-Desaturasen. 
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4 Industrielle Verwertbarkeit (Art. 33(4) PCT) 

Anspruche 1-16 erfullen die Anforderungen von Art. 33(4) PCT. 
Zu PUNKT VIII (Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung) 

Anspruch 15 verweist falschlicherweise auf Anspruch 1 1 anstatt Anspruch 14. 
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Patentanspriiche: 

1 . Nukleinsaure kodierend fur delta-6-Desaturase aus Tetrahymena mit 
einer Aminosauresequenz gemafc SEQ ID No.: 2 Oder eine funktionelle 
Variante davon mit mindestens 70% Sequenzhomologie zu SEQ ID 
No.: 2, und Teile davon mit mindestens 8 Nukleotiden, wobei SEQ ID 
No.: 1 Teil des Anspruchs ist. 

2. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dalJ die 
Nukleinsaure aus einem Ciliaten erhalten wird. 

3. Nukleinsaure nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dali 
die Nukleinsaure aus Tetrahymena thermophila erhalten wird. 

4. Nukleinsaure nach Anspruch 1 - 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Nukleinsaure eine DNA Oder RNA, vorzugsweise eine doppelstrangige 
DNA, ist. 

5. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Nukleinsaure eine DNA mit einer 
Nukleinsauresequenz gemaft SEQ ID No.: 1 von Position 33 bis 
Postion 1091 ist. 

6. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Nukleinsaure eine oder mehrere nicht 
kodierende Sequenzen enthalt. 

7. Eine isolierte Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 6 gemaft 
SEQ ID No.: 3 oder ein funktionelle Variante davon, und Teile davon 
mit mindestens 8 Nukleotiden, wobei SEQ ID No.: 3 Teil des 
Anspruchs ist. 
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8. Nukleinsauren nach einem der Ansprtiche 1 - 7, dadurch 
gekennzeichnet, dafS die Nukleinsaure in einem Vektor, vorzugsweise 
in einem Expressionsvektor, enthalten ist. 

9. Expressionvektoren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, das 
die Nukleinsaure in funktioneller Kombination zu einem konstitutiven 
und / Oder induzierbaren Promoter und optional einem 
Terminationssignal steht. 

10. Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure nach einem der 
Ansppruche 1-7, dadurch gekennzeichnet , daft die Nukleinsaure 
chemisch synthetisiert oder anhand einer Sonde aus einer Genbank 
isoliert wird. 

1 1 . Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemaii SEQ ID No. 2 oder 
eine funktionelle Variante davon mit wenigstens 70% 
Sequenzhomologie zu SEQ ID No.: 2, und Teile davon mit mindestens 
12 Aminosauren. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids gemaB Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, daS eine Nukleinsaure gemaft einem der 
Anspruche 1-7 in einem geeigneten Expressionssystem oder 
Wirtsorganismus exprimiert wird. 

13.Spezifischer Antikorper gegen ein Polypeptid gemafc Anspruch 11. 



14.Transgener nicht-humaner Organismus enthaltend eine Nukleinsaure 
nach einem der Anspruche 1 bis 10. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 

EXAMINATION REPORT International application No. PCT/E POO/08778 

I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
by the receiving office in response to an invitation according to Article 14 are considered in the present 
report as "originally filed" and are not annexed to the report as they contain no amendments (Rules 70. 16 
and 70.17).): 

Description, pages: 

1 -38 as originally filed 

Claims, No.: 

15,16 as originally filed 

1-14 received on 08/1 1/2001 with the letter of 06/1 1/2001 

Drawings, sheets: 
1/10-10/10 as originally filed 

The sequence listing part of the description: 

1 -8, as originally filed 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority 
in the language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination 
(under Rule 55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, 
the international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

^ contained in the international application in written form. 

S filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the 
disclosure in the international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written 
sequence listing has been furnished. 
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4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets/fig: 

5. □ This report has been written disregarding (some of) the amendments, which were considered as 

going beyond the description of the invention, as filed, as is indicated below (Rule 70.2(c)): 

(All replacement sheets comprising amendments of this nature should be indicated in point 1 and 
attached to this report). 
see separate sheet 

6. Additional observations, if necessary: 
see separate sheet 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Yes: Claims 1-16 

No: Claims 

Inventive Step (IS) Yes: Claims 1-16 

No: Claims 

Industrial Applicability (IA) Yes: Claims 1 -1 6 

No: Claims 

2. Citations and explanations 
see separate sheet 



VIII. Certain observations in the international application 



The following observations on the clarity of the claims, descriptions, and drawings or on the question whether 
the claims are fully supported by the description, are made: 
see separate sheet 
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Documents 

For this international preliminary examination report 
(IPER) , the documents in the international research 
report (ISR) dated 12.02.01 are abbreviated, in the 
sequence given in the report, to D1-D5 . The ISR was 
prepared by this authority. 

With regard to ITEM I (Basis of the notification) 

1 The amended claims 2-10 and 12-14 which were submitted 
together with the letter dated 06.11.01 fulfill the 
requirements of Art. 34(2) (b) PCT. 

2. The amended claims 1 and 11 which were submit Led together 
with the letter dated 06.11.01 introduce facts which go 
beyond the disclosure content of the international 
application at the time of the application and are 
consequently in conflict with Art. 34(2) (b) PCT. This 
relates to the following amendments: 

The expression "at least 70% sequence homology" is not 
contained in the description (see p. 13, 1. 22: "sequence 
identity") and also does not make sense. The claims were 
examined on the assumption that said claims contain the 
feature "70% sequence identity". 

3 . The originally filed application contains 8 pages of 
sequence listing (19 sequences). 

With regard to ITEM V (Novelty, inventive step, industrial 
applicability) 

1 Summary of the application 

The present application essentially describes a DNA 
sequence as depicted in SEQ ID No.:l (cDNA) and SEQ ID 
No.: 3 (genomic sequence) and the corresponding, deduced 
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amino acid sequence as depicted in SEQ ID No . : 2 . Said 
sequences are derived from Tecrahymena thermophi la and 
exhibit homologies with delta-6 -desaturases . 



2 Novelty (Art* 33(2) PCT) 

2.1 The subject matter of claims 1-16 has not been made 
accessible to the public by the available prior art and 
can therefore be regarded a? being novel , 

The available prior art does not disclose any nucleic 
acid encoding a Tetrahymena thermophila delta-6- 
desaturase. Dl discloses the isolation of a Tetrahymena 
thermophila del ta- 9 -desaturase protein and net cf a 
Tetrahymena thermophila del ta- 6 -desaturase . 

Furthermore, the prior art does not disclose any nucleic 
acid encoding a delta-6-desaturase having at least 70% 
sequence identity with SEQ ID No.:2. The same applies to 
a polypeptide having at least 7 0% sequence identity with 
SEQ ID No.:2, and parts thereof containing at least 12 
amino acids . 

3 Inventive step (Art. 33(3) PCT) 

3.1 The subject matter of claims 1-16 does not ensue in an 
obvious manner from the available prior art and therefore 
fulfills the requirements of Art. 33(3) PCT. 

3.2 The coding sequences for numerous delta-6-desaturases are 
known to the skilled person (see, for example, D4 and D5 
(AF031477); see alec p. 2C, Example 3 and Fig. 4 of this 
application) . 

3.3 However, in the opinion of the IPEA, it was not possible 
to isolate the Tetrahymena thermophila delta-6- 
desaturases without inventive input. The Tetrahymena 
thermophila delta-6-desaturase does not, for example, 
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possess any histidine boxes as occur in the case of some 
animal desaturases . It is therefore obvious that said 
desaturase cannot, for example, be cloned using 
degenerate primers which are derived from histidine 
boxes. Furthermore, according to the present description 
(p. 8, 1. 14-17), there is only an identity of 25% 
between the polypeptide sequence according to the 
invention and previously known delta-6-desaturases . 

4 Industrial applicability (Art. 33(4) PCT) 

Claims 1-16 fulfill the requirements of Art. 33(4) PCT . 



with regard to ITEM VIZI (Specific concuents wit.li regard to 
the internat ional app 1 i cat ion ) 

Claim 15 refers mistakenly to claim 11 instead of claim 
14. 
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A nucleic acid encoding Tetrahymena delta-6- 
desaturase having an amino acid sequence as 
depicted in SEQ ID No . : 2, or a functional variant 
thereof having at least 70% sequence identity with 
SEQ ID No.: 2, and parts thereof containing at 
least 8 nucleotides, with SEQ ID No.: 1 being part 
of the claim. 

A nucleic acid as claimed in claim 1. which t.p 
obtained from a ciliate. 

A nucleic acid as claimed in claim 1 or 2, which 
is obtained from Tetrahymena thermophila. 

A nucleic acid as claimed in claims 1-3, which is 
a DNA or RNA, preferably a double-stranded DNA. 

A nucleic acid as claimed in one of claims 1 to 4, 
which is a DNA having a nucleic acid sequence as 
depicted in SEQ ID No. : 1 from position 33 to 
position 1091. 

A nucleic acid as claimed in one of claims 1 to 5, 
which contains one or more noncoding sequences. 

An isolated nucleic acid as claimed in one of 
claims 1 to 6 as depicted in SEQ ID No.: 3, or a 
functional variant thereof, and parts thereof 
containing at least 8 nucleotides, with SEQ ID 
No.: 5 being part of the claim. 

A nucleic acid as claimed in one of claims 1-7, 
which is contained in a vector, preferably in an 
expression vector. 
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9. An expression vector as claimed in claim 8, 
wherein the nucleic acid is functionally combined 
with a constitutive and/or inducible promoter and 
optionally with a termination signal. 

10. A process for preparing a nucleic acid as claimed 
in one of claims 1-7, which comprises synthesizing 
the nucleic acid chemically or isolating it from a 
gene library using a probe. 



11. A polypeptide having an aiuiiio acid ^sequence as 
depicted in SEQ ID No.: 2, or a functional variant 
thereof having at least 7 0% sequence homology with 
SEQ ID No.: 2, and parts thereof containing at 

15 least 12 amino acids. 

12 . A process for preparing a polypeptide as claimed 
in claim 11, which comprises expressing a nucleic 
acid as claimed in one of claims 1-7 in a suitable 

20 expression system or host organism. 

13 . A specific antibody which is directed against a 
polypeptide as claimed in claim 11. 

25 14. A transgenic, nonhuman organism which harbors a 

nucleic acid as claimed in one of claims 1 to 10. 
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1 . |J£] Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB der internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit Obermittelt wird. 

Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeidung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt Oblicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEM1N des Colombettes, CH-121 1 Gent 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. [^] Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 

Artikel 17(2)a) Obermittelt wird. 

3. I I Hinsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
' — ' dem Anmelder mitgeteilt, daB 

I I der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
■ — ' Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro Obermittelt worden 
sind. 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

4. Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die international Anmeidung vom internationalen Buro veroffent-. 
licht. Will der Anmelder die Veroffentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemaB Regel 90 f 
bzw. 90 '?3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fOr die internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 

mQ Har in+orn ot'O n^alop AnmoWnnn riHoc Hoc Pr!r*i-;+5tc"ar>e>r>n irhe hoim lr»tornotinnilr>r Dfiro »->i»i^^*-««-i»-i 

a ■ » W w ■ • • » -. w ■ • ► — v fc« v • * w»* w 1 m i • « .1 f ■ w« ^ , ■ — . w, W • Wl wr • « ■ w • • * » W — v r a *_r ■ w* w • ■ *aaf a** ******* it II W • • 4 M V* < ■ » W • * 1 W W » ► W • * V ■ • « 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch langer) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeidung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden oder nicht ausgewahlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 



Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
/III ■ NL-2280 HV Rijswijk 
Wit Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Heike Zoglauer 



Formblatt PCT/ISA/220 (Juli 1998) 



(S/ehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



ANME 



GEN ZU FORMBLATT PCT7ISA/22Q 



Diese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemaG Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordernisse des Vertrags Goer die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT), der Ausfuhrungs- 
ordnung und der Verwaltungsvorschriften zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind letztere maBgebend. Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer Veroffentlichung der 
WIPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe "Artikel", "Regel" und "Abschnitt" beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT- Vertrags, der PCT-Austuhrungsordnung bzw. der PC7 -Verwaltungsvorschriften. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach Erhalt des internationaien Recherchenberichts hat der Anmelder die Moglichkeit, einmal die AnsprOche der internationaten 
Anmeldung zu andern. Es ist jedoch zu betonen, daB, da alle Teile der internationaien Anmeldung (Anspruche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wahrend des internationaien vorlaufigen Prufungsverfahrens geandert werden konnen, normalerweise keine Notwendigkeit 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikel 19 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines vorlaufigen 
Schutzes die Veroffentlichung dieser Anspruche wunscht Oder ein anderer Grund fur eine Anderung der Anspruche vor ihrer internationa- 
ien Veroffentlichung vorliegt. Weiterhin ist zu beachten, daB ein vorlaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaltlich ist. 

Welche Teile der internationaien Anmeldung konnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 konnen nur die Anspruche geandert werden, 

In der internationaien Phase konnen die Anspruche auch nach Artikel 34 vor der mit der internationaien vorlaufigen Prufung beauf- 
tragten Behorde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der internationaien vorlaufigen Prufung beauftragten Behorde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase konnen alle Teile der internationaien Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert werden. 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Ubermittlung des internationaien Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, je nachdem, welche Frist spater ablauft. Die Anderungen gelten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Internationaien Buro nach Ablauf der maGgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die 
internationale VerSffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 

Wo sind Anderungen nicht einzureichen? 

Die Anderungen konnen nur beim Internationaien BOro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Internationaien Recherchenbehorde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 



In welcher Form konnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer Anspruche, durch Hinzufugung eines oder mehrerer 
neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer Anspruche in der eingereichten Fassung. 

Fur jedes Anspruchsblatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprunglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle Anspruche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffern zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen die anderen Anspruche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die Anspruche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsvorschriften, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen sind in der Sprache abzufassen, in der die internationale Anmeldung verdffentlicht wird. 



Welche Unterlagen sind den Anderungen beizufugen? 
Begleitschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderunaen sind mil einem Beoleitsnhreihsn Rm7ureir.hfin 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der internationaien Anmeldung und den geanderten Anspruchen veroffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der "Erklarung nach Artikel 19(1)" (siehe unten, "Erklarung nach Artikel 19 (1)"). 

Das Begleitschreiben ist nach Wahl des Anmelders in englischer oder franzosischer Sprache abzufassen. Bei englischspra- 
chigen internationaien Anmeldungen ist das Begleitschreiben aber ebenfalis in englischer, bei franzdsischsprachigen inter- 
nationaien Anmeldungen in franzosischer Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Juli 1998) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

^EBIET DES PATENTWESEJ 

Absender: MIT DER INTER NATION Atj^Bof 



PRUFUNG BEAUFTRAGTI 



>RLAUFIGEN 
lORDE 



An: 

LUDERSCHMIDT, Wolfgang 
John-F.-Kennedy-Stra 
D-65189 Wiesbaden 
ALLEMAGNE 



si r\ 



Luderschmidt, Scliulei & Partntr I 
Ei,1 « 2 7. Auq. 20UI '/■ 

Frist: '..2. ty^ SO- jQ/ 1 



PCT 



SCHRiFTLICHER BESCHEID 
(Regel 66 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
AX99046WO 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/08778 




tbsendedatum 
1 (T ag/Monat/Jahr) 



24.08.2001 



ANTWORT FALLIG innerhalbvon 2 Monat(en) und 
1 STagen ab obigem Absendedatum 



Internationales Anmeldedatum(Ta^Wor)afc / Janr > ) 
08/09/2000 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
10/09/1999 



Internationale PatentkJassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/52 



Anmelder 

CELANESE VENTURES GMBH 



— i 



r 



1. Dieser Bescheid ist der erste schriftiiche Bescheid der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 

2. Dieser Bescheid enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIM 





der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



3. Der Anmelder wird aufgefordert, zu diesem Bescheid Stellung zu nehmen 

Wann? Siehe oben genannte Frist. Der Anmelder kann vor Ablaut dieser Frist bei der Behorde eine 
Veriangerung beantragen, siehe Regel 66.2 d). 

Wie? Durch Einreichung einer schriftlichen Stellungnahme und gegebenenfalls von Anderungen 

nach Regel 66.3. Zu Form und Sprache der Anderungen, siehe Regetn 66.8 und 66.9. 

Dazu: Hinsichtlich einer zusatzlichen Moglichkeit zur Einreichung von Anderungen, siehe Rege! 66.4. 

Hinsichtlich der Verpflichtung des Prufers, Anderungen und/oder Gegenvorstellungen zu berucksichtigen, 
siehe Regel 66.4 bis. 

Hinsichtlich einer fcrrrslcsen Ercterung mit dcm Prjfcr, cichc Rcgc! ££.5. 
Wird keine Stellungnahme eingereicht, so wird der internationaie voriaufige Prufungsbericht auf der Grundlage dieses Bescheides erstellt. 

4. Der Tag, an dem der internationaie voriaufige Prufungsbericht 
gemaG Regel 69.2 spatestens erstellt sein rnuB, ist der: 10/01/2002. 



Name und Postanschrifft der mit der internationalen Prufung 
beauftragte Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter / Priifer 

Herrmann, K 



Formalsachbearbeiter (einschl. Fristverlangerung) 

Hingel, W 

Tel. +49 89 2399 8717 




Formblati PCT/IPEA/408 (Deckblatt) fJanuar 1994) 



SCHRIFTLICHER BESCHEID Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08778 



I. Grundlage des Bescheids 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldunn {Frsatzbtatter, die dem Anmefdeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Bescheids als "ursprunglich 
eingereicht"): 

Beschreibung, Seiten: 

1-38 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-16 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 0-1 0/1 0 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-8, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

[3 in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

S zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
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SCHRIFTLICHER BESCHEID 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08778 



□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 
Anspruche, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Zeichnungen, 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen ersteilt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die sofche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sie sind diesem Bericht 
beizufugen.) 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



V. Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Anspruche 11,13 

Erf inderische Tatigkeit (IS) Anspruche 1 -1 6 

Gewerbliche Anwendbarkeit (IA) Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formoiatt PC l/lPbA/408 (Helder l-Vlll. Blatt 2) fJuli 



SCHRIFTLICHER BESCHEID Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/08778 
BE1BLATT _ . 

Dokumente 

Fur diesen schriftlichen Bescheid werden die Dokumente des internationalen 
Recherchenbericht (ISR) vom 12.02.01 in der dort angegebenen Reihenfolge mit 
D1-D5 abgekurzt. Der ISR ist von dieser Behorde erstellt worden. 

Zu PUNKT I (Grundlage des Bescheids) 

Die ursprunglich eingereichte Anmeldung enthalt 8 Seiten Sequenzprotokoll (19 
Sequenzen). 

Zu PUNKT V (Neuheit, erfinderische Tatigkeit, gewerbl. Anwendbarkeit) 

1 Zusammenfassung der Anmeldung 

Die vorliegende Anmeldung beschreibt im wesentlichen eine DNA-Sequenz 
gemaB SEQ ID NO:1 (cDNA) und SEQ ID NO:3 (genomische Sequenz) und die 
entsprechende abgeleitete Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO:2. Besagte 
Sequenzen stammen aus Tetrahymena thermophila und weisen Homologien zu 
delta-6-Desaturasen auf. 

2 Neuheit (Art. 33(2) PCT) 

2.1 Der Gegenstand der Anspruche 11 und 13 erfulit nicht die Anforderungen von Art. 
33(2) und 33(3) PCT. 

2.2 D1 offenbart die Isolierung einer deIta-6-Desaturase aus Tetrahymena 
thermophila. Die IPEA ist der Auffassung, dass es sich bei dem Protein in D1 urn 
das Protein gemass SEQ ID NO:2 der vorliegenden Anmeldung handelt. Der 
Gegenstand von Ansoruch 11 ist somit nicht neu gegenuber D1 (Art. 33(2) und (3) 
PCT. 

Unter den Begriff "funktionelle Variante" fallt jedes Polypeptid ( Anspruch 11 ), 
welches delta-6-Desaturase-Aktivitat aufweist. Auf Grund der getroffenen 
Wortwahl ("funktionelle Variante") ist der Gegenstand von Ansoruch 1 1 nicht neu 
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SCHRIFTLICHER BESCHEID Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/08778 
BEIBLATT 



z.B. gegenuber D2, D5 (AF031477) und D3. Besagter Anspruch ist nicht auf eine 
delta-6-Desaturase bzw. eine de!ta-6-Dssatu rase- Variant e a us Tetrahymena 
beschrankt. Ausserdem ist aus Abb. 4 dieser Anmeldung ersichtlich, dass 
bekannte Desaturasen in einem Bereich von "mindestens 6 Aminosauren" mit der 
Sequenz in SEQ ID NO:2 identisch sind. 

2.3 Antikorper gegen delta-6-Desaturasen sind bekannt (siehe z.B. D3). Aufgrund der 
Sequenzahnlichkeiten zwischen delta-6-Desaturasen ist diese Behorde der 
Meinung, dass z.B. die Antikorper von D3 ebenfalls an eine delta-6-Desaturase 
aus Tetrahymena binden. Anspruch 13 bezieht sich nicht auf Antikorper, weiche 
"spezifisch" die Polypeptide gemass Anspruch 11 binden; der Gegenstand des 
Anspruchs ist somit nicht neu im Sinne von Art. 33(2) PCT. 

3 Erfinderische Tatiqkeit (Art. 33(3) PCT) 

3. 1 Der Gegenstand der Anspruche 1-10. 12 und 14-16 erfullt nicht die 
Anforderungen von Art. 33(3) PCT. 

3.2 Die kodierenden Sequenzen zahlreicher delta-6-Desaturasen sind dem 
Fachmann bekannt (siehe z.B. D4 und D5 (AF031477); siehe auch S. 26, Beispiel 
3 und Abb. 4 dieser Anmeldung). 

3.3 Der nachstliegende Stand der Technik wird jedoch in D1 gesehen. D1 beschreibt 
die Isolierung einer delta-6-Desaturase aus Tetrahymena thermophila. Diese 
Behorde ist der Meinung, dass der Fachmann, ohne erfinderisches Zutun, die 
DNA kodierend fur das Proteins aus D1 erhalten wiirde. Dabei handelt es sich urn 
eine Nukleinsaure kodierend fur eine delta-6-Desaturase aus Tetrahymena 
thermophila. Der Gegenstand der Anspruche 1-10 und 12 ist somit nicht 
erfinderisch im Sinne von Art. 33(3) PCT. 

3.4 Aufgrund der direkten oder indirekten Abhangigkeit der Anspruche 14-16 von 
Anspruchen 1-10 konnen besagte Anspruche nur dann unter Art. 33(3) PCT 
anerkannt werden, wenn sie sich auf einen Anspruch beziehen, der als neu und 
erfinderisch betrachtet werden kann. 
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4 Industrielle Verwertbarkeit (Art- 33(4) PCT) 

Anspruche 1-16 erfullen die Anforderungen von Art. 33(4) PCT. 

Zu PUNKT VIII (Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung) 

Anspruch 14 umfasst auch transgene Menschen. Dieser Gegenstand verstosst 
gegen die guten Sitten in bestimmten PCT-Mitgliedsstaaten, z.B. Art. 53(a) des 
EPU. 

Die Nukleinsauren gemass Anspruch 1 kodieren fur eine delta-6-Desaturase und 
stammen alle aus Tetrahymena. Daher ist Anspruch 2 ("aus einem Ciliaten") 
uberflussig. 



Sollte der Anmelder neue Anspruche einreichen, wird er gebeten, die 
durchgefuhrten Anderungen deutlich aufzuzeigen und anzugeben, auf welch e 
Stellen in der ursprunglich eingereichten Anmeldung sich diese Anderungen 
stutzen . 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, da8 die Anmeldung nicht in der Weise 
abgeandert werden darf, daB ihr Gegenstand uber den Inhalt der internationalen 
Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung hinausgeht (Art. 34(2)(b) 
PCT). 
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^TENT COOPERATION TRE^Y 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION CONCERNING 
SUBMISSION OR TRANSMITTAL 
OF PRIORITY DOCUMENT 

(PCT Administrative Instructions, Section 41 1 ) 


To: 

LUDERSCHMIDT Wolfqanq 
John-F.-Kennedy-Strasse 4 
D-65189 Wiesbaden 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 
23 October 2000 (23.10.00) 




Applicant's or agent's file reference 
AX99046WO 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/EP00/08778 


International filing date (day/month/year) 

08 September 2000 (08.09.00) 


International publication date (day/month/year) 

Not yet published 


Priority date (day/month/year) 

10 September 1999 (10.09.99) 


Applicant 

AXIVA GMBH et al 



1. The applicant is hereby notified of the date of receipt (except where the letters "NR" appear in the right-hand column) by the 
International Bureau of the priority document(s) relating to the earlier application(s) indicated below. Unless otherwise 
indicated by an asterisk appearing next to a date of receipt, or by the letters "NR", in the right-hand column, the priority 
document concerned was submitted or transmitted to the International Bureau in compliance with Rule 17.1(a) or (b). 

2. This updates and replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority documents. 

3. An asterisk^*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document submitted 
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 1 7.1 (a) or (b). In such a case, the attention 
of the applicant is directed to Rule 1 7.1 (c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim 
concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document 
within a time limit which is reasonable under the circumstances. 



4. The letters "NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which was not received by the International 
Bureau or which the applicant did not request the receiving Office to prepare and transmit to the International Bureau, 
as provided by Rule 17.1 (a) or (b), respectively. In such a case, the attention of the applicant is directed to Rule 17.1 (c) which 
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, 
upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the 
circumstances. 



Priority date 



10 Sept 1999(10.09.99) 



Priority application No. 



199 43 270.8 



Country or regional Office 
or PCT receiving Office 

DE 



Date of receipt 
of priority document 

03 Octo 2000 (03.10.00) 



± 



The Internati nal Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No. (41-22) 740.14.35 



Authorized officer f 

Peggy Steunenberjj^^ 

Telephone No. (41-22) 338.83.38 M 



Form PCT/IB/304 (July 1998) 



003602239 



PCT 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



— — Vom Anmeldeamt auszufiillen ■ 

PCT/EP0O ( 0 8 77 8 

Internationales Aktenzeichen 



(0 8. 09. 00 ) 



Internationales Anmeidedatum 



0 8 SEP 2000 



EUROPEAN PATENT OFFICE 

PCT INTERNATIONAL APPLICATION 

Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder An waits (falls gewfmsrht) 
(max. 12 Zeichen) AX99046WO 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Neue Nukleinsaure aus Tetrahymena kodierend fur eine delta 6-Desaturase, 
ihre Herstellung und Verwendung 



Feld Nr. n ANMELDER 



Name und Anschrift: (Familiennome, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Siaat ist der Staat des Sides oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

AXIVA GMBH 
Industriepark Hoechst 
65926 Frankfurt am Main 



□ Diese Person ist 
gleichzeitig Erfinder 



Telefonnr.: 



Telefaxnr.: 



Fernschreibnr. 



! Staatsangehtfrigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder | 1 alle Bestim- 

fiir folgende Staat en: | I mungsstaaten 




alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme j | nur die Vereinigten | 1 die im Zusatzfeld 
der Vereinigten Staat en von Amerika | | Staaten von Amerika | ) angegebenen Staaten 


Feld Nr. m WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 





Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der in diesem Feld in der 
Anschrift anvevebene Staat ist der Staat dps Stop* n/fpr Wnhnsifzes des Ar.rr.eldcrs, saferr. nachstehend kssn 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



RUSING, Matthias 
Lindenthalgurtel 75 
50935 Koln 



^Staatsangehdrigkeit (Staat): 



Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

Anmelder und Erfinder 



□ 



nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 



Diese Person ist Anmelder 
fur folgende Staaten: 



□ alle Bestim- I I alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
mungsstaaten I I der Vereinigten Staaten von Amerika 



nur die Vereinigten j j die im Zusatzfeld 



Staaten von Amerika 



angegebenen Staaten 



Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, urn fur den (die) Anmelder 
vor den zustandigen internationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: 



Anwalt 



j — | gemeinsamer 



Vertreter 



Name und Anschrift: (Familienname Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amti 

oezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postlettzaht und der Name des S\ 
anzugeben.] 

LUDERSCHMIDT, Wolfgang; MAI, Peter; OPPERMANN, Frank; 
SCHULER, Helga; RUPPRECHT, Klaus; GREIBER, K. Dieter 
John-F.-Kennedy-Strasse 4 
65189 Wiesbaden /i)E * 



amtliche 
Staats 



Telefonnr. : 

0611/77844-0 



Teiefexnr.: 

0611/77844-77 



Fernschreibnr.: 



□ Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter 
obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



bestellt ist und statt dessen im 



Formblatt PCT/RO/lOl (Blatt l)(Juli I^K; Nachdruck Januar 2000) 



Siehe Anmcrkungen zu diesem Antragsformular 



PCT/EP 0 0 / 0 87 7 8 



Blatt Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERF1NDER 



Wird keines der folgeitden Felder benutzt, so sollte dieses Blatt dent Antrag nicht beigefiigt werden. 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder ( 1 a lle Bestim- I | alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme j *>[ 

fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika |_£J 


nur die Vereinigten I | die im Zusatzfeld 
Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sine/ die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, so/em nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KIY, Thomas 

Loreleystrasse 9 

65929 Frankfurt am Main 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

Anmelder und Erflnder 



U 



nur brtinder (Wird dieses kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

DOMINITZKI, Annette 
Hechtersheimer Berg 25 
55270 Klein-Winternheim 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

Anmelder und Erfinder 



□ 



nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder 1 1 a || e Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme | j71 
fur folgende Staaten: | | mungsstaaten I I der Vereinigten Staaten von Amerika 1 A 1 


nur die Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 
Staaten von Amerika | I angegebenen Staaten 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 



Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



Diese Person ist: 
i I 

j I nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder | j a lle Bestim- | I alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 1 | nur die Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika I I angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

| | nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

\ 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder j 1 a || e Bestim- 1 | alle Bestimmungsstaaten mil Ausnahme j j nur die Vereinigten 1 | die im Zusatzfeld 

fur folgende Staaten: | | mungsstaaten 1 1 der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


[ [ Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCTVROM01 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1998: Nachdmck Fanuar 2000) 



Siehe Anmerkuneen zu diesem Antravsformular 



Fcld Nr. V BESTIMMUN 



BianNr. 3 



PCT/EP 00/08778 



STAATEN 




Die rolgendtn Bestimmungen nach Rege! 4.9 Abutz a werden hiermit vorgenommcn (bate die entsprechenden Kastchen ankreuzen: wenigstens tin Kastchen muB 
angekreuzt werden): J 

Reglonales Patent 

IS AP ARIPO-Patent: GH Ghana. GM Gambia. KE Kenia. LS Les tho, MW Malawi, MZ Mosambik, SD Sudan 

SL Sierra Leone. SZ Swaziland. TZ Vereinigtc Republik Tansania, UG Uganda, ZW Simbabwe und jedcr weitere Staat. der 

Vertragsstaat del Harire**Protokolls und dea PCr ist 
0 EA Euraslschet Patent: AM Armenien, AZ Aaerbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 

Moldau, RU Russische FWeration/TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Eurasischen 

PateiitObereinkcurtmens und dea PCT ist 

O EP Europlfichea Patent: AT Oaterreich, BE Belgien, CH und LI Schwetz und Liechtenstein, CY Zypern 
DE Deutschland, DK Dinemark, ES Spanien, FI Finnfand, FR Frankreich, GB Vereiniges K6nigreich, GR Griechenland' 
IE frland, IT Italten, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat* 
der Vertragsstaat dea Europiischen Paten tUberrinkommcns und des PCT ist 

O OA OAPI-Patedt: BF Burkina Paso, BJ Benin. CP Zentralafrikanische Republik! CG Kongo CI C6te d'lvoire, CM Karnenin 
GA Gabun, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und j eder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls erne andere Schutzrechtsart oder tin sonstiges Verfzhren gewQnscht 
wira\ bine avf der gepunbeten Unie angeben) 

Nationales Patent (falls etne andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewQnscht wird. bine aufder gepunkteten Unie angeben): 

H AE Vereinigte Arabische Emirate gj LC Saint Lucia 

53 AG Antigua und Barbuda gj LK Sri Lanka 

0 AL Albanien 

63 AM Armenien 

(S AT dsterreich gf 

ST AU Australien B0" LU Luxemburg 

BJ AZ Ascrbaidschan Q LV Lett land 

Q BA Bosnien-Herzegowina B MA Marokko 

H BB Barbados gj MD Republik Moldau 

H* BG Bulgarien RJ MG Madagaskar 

B BR Brasilien g| MK Die ehemalige jugoslawische Republik Mazed nien 

BY Belarus gj MN Mongolei 



LR Liberia 
LS Lesotho 
LT Litauen 



und 



BZ Belize 

CA Kanada 

H CH und LI 

H CN China . . . 

CR Costa Rica 

CU Kuba B 

B CZ Tschechische Republik 



RT MW Malawi . . 
SI MX Mexiko . . 
MZ Mosambik 
NO Norwegen 
NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal . . 



DE Deutschland i RO Rumanien 

DK Danemark B RU Russische Federation 

O DM Dominica gf SD Sudan 

H DZ Algerien H SE Schwedcn 

& EE Estland g| SG Singapur 

ST ES Spanien Jgf si Slowenien 

B FI Ftnnland EST SK 

B GB Vereinigtes Konigreich B SL 

B GD Grenada gf xj 

H GE Georgien gjf XM 

SI GH Ghana ^ XR 

B GM Gambia B XT 

B HR Kroatien g[ 

KT HU Ungam gj 



Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschikistan 

Turkmenistan 

TQrkei 

Trinidad und Tobago 

TZ Vereinigte Republik Tansania 
UA Ukraine 



B ID indonesien ijg Uganda 

Ef IL Israel KT US Vereinigte Staaten von Amerika 

ST IN Indien Sf VZ Usbekistan 

ST IS Island gj VN Viemam 

81 Japan B VU Jugoslawicn 

ST KE Kenia ZA SQdafrika 

H KG Kirgisistan Kf ZW Simbabwe 

g KP Demokratische Volksrepublik Korea . Kastchcn fur dic Bc stimmung von Staaten. die dem PCT nach der 

H KR Republik Korea Verdflentlichung dieses Formblatts beigetreten sind: 

Kf KZ Kasachstan □ 

Erklarung bzgL vorsorgUcher Bestlmmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 
Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zul&ssigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zus&tzfeld genannten Bestimmungen, die 
von dieser Erklaning ausgenomrnen sind. Der Anmelder erklirt, daO dtese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt etner 
Bestatigung stehen und jede zua&tztiche Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht best&tigt wuidc, nach 
Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zurQckgenomrncn gilt (Die Bestatigung (einschliefitich der CebQhren) mufi beim Anmeldeamt 
innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



Formbiart PCT/RO/IOI (Blatt 2) (Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSP 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmeldung 
(T ag/Monat/./ahr) 




Blatt Nr. 



Aktenzeichen 
der fruheren Anmeldung 



PCT/EP 00/08778 

[ | Weitere Prior iti^^^- Uche sind im Zusatzfeld angegeben. 



1st die fruhere Anmeldung eine: 



Rationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung:* 
regionales Amt 



Internationale Anmeldung 
Anmeldeamt 



zeiie(i) 10 SEP 1999 

(10.09.1999) 



1 99 43 270.8 



DE 



Zeile (2) 



Zeile (3) 



1 



| | Das Anmeldeamt wird ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) 

' bezeichneten fruheren Anmeldung^en) zu erst el I en und dem internationalen Biiro zu ubermitteln (nur falls die fruhere Anmeldung(en) bei 

dem Amt eingereicht word en is t (sind), das fur die Zwecke dieser internationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 

* Falls es sich bei der fruheren Anmeldung um eine A RIPO -Anmeldung handelt, so mufi in dem Zusatzfeld mindestens ein Staat angegeben werden, der 
Mitgliedstaat der Pariser Verbandsubereinkunft zum Schutz des gewerbfichen Eigentums ist und fur den die fruhere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationalen Recherchenbehorde (ISA) 

(falls zwei oder mehr als zwei internationale Recherchen- 
behdrden fur die Ausfuhrung der internationalen Recherche 
zustandig sind, geben Sie die von Ihnen gewdhlte Behdrde an; 
der Zweibuchstaben-Code fcann benutzt werden): 

ISA / EPA 



Antrag auf Nutzung der vErgebnisse einer fruheren Recherche; Bezugnahme anf diese 
fruhere Recherche (falls eine fruhere Recherche bei der internationalen Recherchenbehorde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrt warden ist): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 



Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. Vm KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese internationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern: 

Antrag 4 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) : 38 

Anspruche 3 

Zusammenfassung t 

Zeichnungen 10 

Sequenzprotokollteil 

der Beschreibung 8 



Abbildung der Zeichnungen, die 

mit der Zusammenfassung r 
veroffentlicht werden soli (Nr.): ^ 


Sprache, in der die 

internationale Anmeldung DeiitSCh 

eingereicht wird: 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Blattzahl insgesamt 



64 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen b i: 

1 . □ Blatt fur die GebUhrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (fells vorhanden): 

4. Q Begrundung fiir das Fehlen einer Unterschrift 

5. 0 Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Obersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. □ Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder an der em biologischen Material 

8. □ Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 

9. H Sonstige (einzeln auffiihren): Diskette mit Sequenzprotokoll 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofem sich dies nicht eindeutig 
aus dem Antvdtg ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet 




Dr. tuderschmidt 
Patentanwalt (Zus. Nr. 141) 



Vom Anmeldeamt auszufiillen 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 

0 6 SEP 2000 

internationalen Anmeldung: 



(-8. 09. 2000 ^ 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 



2. yZeichnungen 
einge- 
gangen: 




nicht ein- 
gegangen: 



5. Internationale Recherchenbehorde 
(falls zwei oder mehr zustandig sind) : 



ISA/ 



6. 



Ubermittlung des Recherchenexemplars bis zur 
Zahlung der RecherchengebUhr aurgeschoben 



Vom Internationalen Biiro auszufiillen 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Biiro: 



Formblatt PCT/RO/101 (ietztes Blatt) (Jul i 1998: Nachdruck Jan uar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



m 



TENT COOPERATION TREA' 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(PCT Article 36 and Rule 70) 


Applicant's or agent's file reference 

AX99046WO 


T SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTIOIS Examination Report (FonT1 PCT/IPE A/4 1 6) 


International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 


PCT/EPOO/08778 


08 September 2000 (08.09.00) 


10 September 1999 (10.09.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12N 15/52 






Applicant 


CELANESE VENTURES GMBH 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. 



This REPORT consists of a total of 

IE! 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 

Basis of the report 

Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


13 



Date of submission of the demand 

03 April 2001 (03.04.01) 


Date of completion of this report 

05 December 2001 (05.12.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (July 1998) 



* 



t 




INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



nal application No. 

PCT/EP00/08778 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-38 

pages ^ 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



^ the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



15,16 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-14 



, filed with the letter of 06 November 2001 (06.11.2001) 



/\ the drawings: 
pages 

pages 

pages 



1/10-10/10 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



/\ the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



1-8 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. 



3. 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

/*\ contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

the description, pages 

the claims, Nos. 



the drawings, sheets/fig 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70. J 6 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELI 



Y EXAMINATION REPORT 



lnte 
PC 



al application No. 
00/08778 



I. Basis of the report 



This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to tlie report since tlieydo not contain amendments.) : 



Continuation of: Boxes 1.5. and 1.6. 



1 The amended Claims 2-10 and 12-14 filed with the 

letter of 6 November 2001 meet the requirements of 
PCT Article 34 (2) (b) . 



2 The amended Claims 1 and 11 filed with the letter 

of 6 November 2001 introduce substantive matter 
which goes beyond the disclosure in the 
international application as filed and therefore 
contravenes PCT Article 34 (2) (b). This finding 
concerns the following amendments: 



The phrase "at least 70% sequence homology" is not 
contained in the description (see page 13, line 22: 
"sequence identity" ) and also makes no sense. The 
claims were examined on the assumption that said 
claims contained the feature "70% sequence 
identity" . 



3 The originally filed application contains 8 pages 

of sequence protocols (19 sequences) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



1 



INTERNATIONAL PRELI 



Y EXAMINATION REPORT 



Interatrial application No. 

PcWPp 00/08778 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 



Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 



Documents 



This international preliminary examination report 
(IPER) refers to the documents cited in the 
international search report (ISR) of 12 February 
2001 in the sequence in which they are listed 
therein as D1-D5. The ISR was drafted by this 
authority . 

Summary of the application 

The present application essentially describes a DNA 
sequence as per SEQ ID NO: 1 (cDNA) and SEQ ID NO: 3 
(genomic sequence) and the corresponding derived 
amino acid sequence as per SEQ ID NO: 2. Said 
sequences stem from Tetrahymena thermophila and have 
homologues to delta-6-desaturases. 

Novelty (PCT Article 33(2)) 



2.1 The subjects of Claims 1-16 are not shown by the 

available prior art and can therefore be considered 
novel . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



J 



INTERNATIONAL PRELI 




Y EXAMINATION REPORT 




The available prior art does not disclose a nucleic 
acid coding for a delta-6-desaturase from 
Tetrahymena thermophila. Dl discloses the isolation 
of a delta-9-desaturase protein from Tetrahymena 
thermophila and not a delta- 6-desaturase from 
Tetrahymena thermophila . 

Furthermore, the prior art does not disclose a 
nucleic acid coding for a delta-6-desaturase with at 
least 70% sequence identity to SEQ ID NO: 2. The 
same applies to a polypeptide with at least 70% 
sequence identity to SEQ ID NO: 2 and parts thereof 
with at least 12 amino acids. 



3.1 The subjects of Claims 1-16 are not obvious from the 



3.2 The coding sequences of numerous delta-6-desaturases 
are known to a person skilled in the art (see, for 
example D4 and D5 (AF031477); see also page 26, 
Example 3 and Figure 4 of the present application) . 

3.3 It is the opinion of the IPEA, however, that it was 
not possible to isolate delta-6-desaturases from 
Tetrahymena thermophila without exercising inventive 
step. The delta-6-desaturase from Tetrahymena 
thermophila has, for example, no histidine boxes, 
which occur in some animal desaturases. It is 
therefore obvious that said desaturase cannot be 
cloned for example with degenerative primers, which 
stem from histidine boxes. Furthermore, according 
to the present description (page 8, lines 14-17), 
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Inventive step (PCT Article 33(3)) 



available prior art and therefore meet the 
requirements of PCT Article 33(3). 
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there is only 25% identity between the polypeptide 
sequence as per the invention and already known 
delta-6-desaturases . 
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Claims 1-16 meet the requirements of PCT 
Article 33 (4) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



Claim 15 refers incorrectly to Claim 11 instead of 
Claim 14. 
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Letter, dated November 6, 2W1, from Luderschmidt, Schuler & Partners, Wiesbaden, to the 
European Patent Office, Munich 



CELANESE VENTURES GMBH 

International Patent Application PCT/EPOO/08778 
Tetrahymena nucleic acid encoding a delta-6-desaturase, 
its preparation and use 



In response to the notification dated August 27, 2001: 

I. 

We are herewith forwarding in triplicate the new pages 39 and 40 containing the new claims 
1, 11, 13 and 14. 

Claim 1 was amended such that the subject matter now only encompasses nucleic acids which 
encode functional variants of the polypeptide having more than 70% sequence homology with 
SEQ ID No. 2. This definition of the "functional variant" corresponds to the definition in 
lines 24 to 28 on page 13 of the description and does not therefore infringe the regulations of 
Art. 34 PCT. 

In an analogous manner, claim 11 was amended such that the subject matter now only 
encompasses functional variants of the polypeptide having more than 70% sequence 
homology with SEQ ID No. 2. Furthermore, it is now only parts of the polypeptide according 
to the invention which comprise at least 12 amino acids which are claimed. This amendment 
is based on lines 5 to 1 1 on page 13 and does not infringe Art. 34 PCT, either. 

The subject matter of claim 13 was restricted to antibodies which specifically bind the 
polypeptide as claimed in claim 11. This amendment is based on line 21 on page 15 of the 
present application. 

The subject matter of claim 14 was restricted to "nonhuman" organisms. 

In addition, we are herewith forwarding pages 10, 54, 61-65 and 75 and 76 from "Studies on 
heterologous protein expression and on Metabolic Engineering in Tetrahymena thermophila", 
U. Flachenacker, April 1999, Degree dissertation at the Technical University Berlin, School 
of Food Science and Biotechnology. Relevant passages are emphasized. 
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n. 

Under item 2.2., the Examining Division takes the view that the subject matter of claim 1 1 
{Tetrahymena delta-6-desaturase) is not novel since it was disclosed in Dl. We respectfully 
inform you that the applicant is unable to follow this argument. Di describes a stearoyl 
desaturase. This is a delta-9-desaturase; i.e. an enzyme which catalyzes a completely different 
reaction. Dl does not describe any delta-6-desaturase activity. 

The Examining Division is furthermore of the opinion that any polypeptide possessing delta- 
6-desaturase activity comes within the term "functional variant" and that such polypeptides 
have already been described (D2, D3 and D5), and that the subject matter of claim 11 is not 
novel for this reason as well. However, the new claim 11 only encompasses functional 
variants of the polypeptide which possess more than 70% sequence homology with 
SEQ ID No. 2. Known delta-6-desaturases exhibit a homology of at most 38% with the 
polypeptide sequence according to the invention (see figures 3a-e). Furthermore, we are 
altering claim 11 in accordance with lines 5 to 8 on page 13 of the description such that parts 
of the sequence containing at least 12 amino acids are claimed, in order to remove random 
overlapping with the sequence for the borage delta-6-desaturase from the scope of claim 11. 

Under item 2.3., the Examining Division states that, because of the sequence similarities 
between delta-6-desaturases, the antibodies which D3 describes could also bind to a 
Tetrahymena delta-6-desaturase. In this case, too, we should refer to the astonishing 
difference in the Tetrahymena delta-6-desaturase as compared with other delta-6-desaturases. 
With the polypeptide sequence according to the invention having an identity of at most 25% 
with other delta-6-desaturases (see lines 16-19 on page 8 of the description), such a cross 
reactivity is not readily to be expected under the circumstances; it is, on the contrary, very 
improbable. Furthermore, by its dependence on claim 11, and by limiting its subject matter to 
antibodies which specifically bind a polypeptide as claimed in claim 11, the new claim 13 is 
restricted such that the antibody described in D3 is no longer encompassed as well. 

m. 

The Examining Division states that claims 1-10, 12 and 14-16 are not inventive within the 

Under item 3.2., reference is made to the large number of known sequences of delta-6- 
desaturases. Against this, the applicant would like to set the fact of the remarkable difference 
of the Tetrahymena delta-6-desaturase, as has already been mentioned above. 
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Item 3.3. refers to Dl as being the closest state of the art. In this regard, we should point out, 
once again, that Dl describes a different activity (delta-9-desaturase). Furthermore, Dl does 
not disclose either an isolated protein or a nucleotide sequence. Consequently, Dl in no way 
makes it obvious to a skilled person how he might be able to obtain a nucleic acid which 
encodes a Tetrahymena delta-6-desaturase. 

However, we should also like to refer to the enclosed publication. In this study, an attempt 
was made to clone the Tetrahymena thermophila delta-6-desaturase on the basis of sequence 
homologies deduced from known delta-6-desaturases. This attempt was not successful (see 
page 64, lines 12 and 13, and page 65, lines 5 and 6)! The supposition was expressed that it 
was not possible to clone Tetrahymena thermophila delta-6-desaturase using conserved 
sequence segments (see page 76, lines 26-29). The applicant therefore respectfully informs 
you that the isolation of the gene encoding the Tetrahymena thermophila delta-6-desaturase 
was associated with the requisite inventive step. 

AXfi -fVl •«+ a -»-*"» "\ / I t I • 

The Examining Division correctly observes that claim 14 could also encompass transgenic 
humans and is therefore not admissible in this form. We have amended the claim such that we 
specify the claimed transgenic organisms as being nonhuman. 

The Examining Division furthermore explains that all nucleic acids as claimed in claim 1 
encode Tetrahymena delta-6-desaturases and that claim 2 ("... from a ciliate ...") is therefore 
superfluous. The applicant should like to point out that claim 1 encompasses nucleic acids 
encoding a Tetrahymena delta-6-desaturase or a functional variant thereof. It is not specified 
that the functional variant of the nucleic acid must also be derived from Tetrahymena. On the 
contrary, it is to be expected that similar delta-6-desaturases will be present in various other 
organisms, which delta-6-desaturases will all, however, as explained above, differ 
substantially from the previously known delta-6-desaturases. In order to underscore this fact, 
the new claim 1 specifies that the functional variant must exhibit a sequence homology of at 
least 70% with the amino acid sequence of the Tetrahymena delta-6-desaturase. It therefore 
also makes sense to restrict the nucleic acid sequences in claim 2 to being of ciliate origin. 



[signature] 
Dr. Greiber 



Enclosures: 

• "Studies on heterologous protein expression and on Metabolic Engineering in 
Tetrahymena thermophild\ U. Flachenacker, April 1999, Degree dissertation at the 
Technical University Berlin, School of Food Science and Biotechnology. 

• Amended claims 1, 11, 13 and 14. 
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(57) Abstract: The invention relates to nucleic acid(s) which is/are obtained from tetrahymena and which code(s) for a ciliate- 
specific delta-6-desaturase that is involved in the biosynthesis of commercially valuable, multiply unsaturated fatty acids (so-called 
PUFA: polyunsaturated fatty acids). The inventive nucleotide sequence and the polypeptide sequence that can be obtained therefrom 
exhibit a surprisingly low sequence identity compared to other known natural desaturases. The invention also relates to the use of 
the nucleic acid(s) for overexpression in ciliates, preferably tetrahymena, in particular, Tetrahymena thermophila, with the aim of 
increasing the production of delta-6 unsaturated fatty acids, especially GLA. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Nukleinsaure(n) aus Tetrahymena, die fur eine ciliatenspezifische delta 
6-Desaturase kodiert, welche an der Biosynthese von kommerziell wertvollen mehrfach ungesattigten Fettsauren (sog. PUFA engl.: 
polyunsaturated fatty acids) beteiligt ist. Die erfindunsgemafie Nukleotidsequenz und die daraus erhaltliche Polypeptidsequenz zei- 
gen eine uberraschend geringe Sequenzidentitat zu anderen bekannten natiirlichen Desaturasen. Die Erfindung betrifft ferner die 
Verwendung der Nukleinsaure(n) zur Uberexpression in Ciliaten, vorzugsweise Tetrahymena, insbesondere Tetrahymena thermo- 
phila, mit dem Ziel einer gesteigerten Produktion von delta-6 ungesatugten Fettsauren, insbesondere der GLA. 
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NUCLEINSAURE AUS TETRAHYMENA KODIEREND FUR EINE 
DELTA-6-DESATURASE, IHRE HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 



v 



Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine delta-6-Desaturase aus 
Tetrahymena, ihre kodierende Nukleinsaure sowie ihre Herstellung und 
Verwendung. 

Die Erfindung betrifft eine Nukleinsaure aus Tetrahymena die fur eine 
ciliatenspezifische delta-6-Desaturase kodiert, welche an der Biosynthese 
von kommerziell wertvollen mehrfach ungesattigten Fettsauren (sog. 
PUFA engl.: polyunsaturated fatty acids) in Eukaryoten beteiligt ist. Die 
erfindungsgemalien Nukleinsauren und die daraus erhaltlichen 
Polypeptide zeigen dabei eine uberraschend geringe Sequenzidentitat zu 
anderen bekannten naturlichen Desaturasen. Die Erfindung betrifft ferner 
die Verwendung der Nukleinsauren zur Uberexpression in Eukaryoten 
insbesondere Ciliaten, vorzugsweise Tetrahymena, besonders bevorzugt 
Tetrahymena thermophila, mit dem Ziel der gezielten Modifikation des 
Fettsaurespektrums, insbesondere der Steigerung der PUFA-Bildung. 

Die erfindungsgemalien Nukleinsauren sind erhaltlich aus Ciliaten, 
vorzugsweise aus Tetrahymena, besonders bevorzugt aus Tetrahymena 
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thermophila, einem GLA produzierenden Organismus mit sehr hohem 
GLA-Gehalt. 

In Figur 1 ist ein allgemeines Schema der Biosynthese von PUFAs und 
den beteiligten Enzymen in Eukaryoten (modifiziert nach Gill & Valivety, 
Trends Biotechnol. 1997, 15:401-409) dargestellt. Die Umwandlung von 
Stearinsaure (18:0) zu Olsaure (18:1 A9) wird durch eine delta 9- 
Desaturase katalysiert. Olsaure wird durch eine delta 12-Desaturase in 
Linolsaure (18:2 A9,12; kurz LA) umgewandelt, die wiederum durch eine 
delta-6-Desaturase in y-Linolensaure (18:3, A6,9,12; kurz: GLA), bzw. 
durch eine delta 1 5-Desaturase in a-Linolensaure (18:3 A9,12,15; kurz: 
ALA) umgewandelt wird. Die Veriangerung der Fettsauren wird durch 
Elongasen katalysiert, wodurch z. B. aus y-Linolensaure Dihomo-y- 
Linolensaure (20:3 A8 f 11,15; kurz: DGLA) gebildet wird, die wiederum 
durch eine delta 5-Desaturase zu Arachidonsaure (20:4 A5,8,1 1,15; kurz: 
ARA) umgewandelt wird, einem direkten Vorlaufer physiologisch 
wirksamer Eicosanoide, wie z. B. Prostaglandine, Prostacycline, 
Thromboxane, Leukotriene. Bei der Bildung der PUFAs, die sich von GLA 
ableiten (nachfolgend delta 6-ungesattigte Fettsauren genannt), hat sich 
die Umwandlung von LA zu GLA durch die delta-6-Desaturase als 
limitierender Schritt gezeigt (Huang YS & Mills DE (1996) y-linolenic acid. 
Metabolism and its role in nutrition and medicin. AOCS Press, 
Champaign, Illinois, 1996). 

Das Vorhandensein eines Enzymes mit delta-6-Desaturase Aktivitat in 
Tetrahymena setosa und T. pyriformis ist bekannt (Peng.Y.M. und Elson, 
C.E. (1971) J. Nutr. 101, 1177-1184), aber ein homogenes Protein mit 
einer solchen Aktivitat aus einem Ciliaten wurde bisher nicht zur 
Verfugung gestellt (z.B. Koll, M. und Erwin, J.A. (1990) J. Protozool. 37(3), 
229-237). 
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Da Vertebraten keine Doppelbindungen hinter Position 9 in Fettsauren 
einfugen konnen, sind ungesattigte Fettsauren wie LA und ALA 
essentielle Nahrstoffe, die von Vertebraten nicht synthetisiert werden 
konnen (siehe Figur 1), und in der Ernahrung hauptsachlich aus 
pflanzlichen Quellen stammen. LA kann von Saugern durch eine delta-6- 
Desaturase in GLA umgewandelt werden - eine ARA-Vorstufe - die ein 
essentieller Vorlaufer der meisten Prostaglandine ist. Die Bildung von 
Stearidonsaure (18:4 A6, 9,12, 15) - einem Vorlaufer der EPA - aus ALA 
wird ebenfalls mittels delta-6-Desaturase katalysiert Die delta-6- 
Desaturase ist damit der erste essentielle Schritt in der Biosynthese der 
Eicosanoide (siehe Figur 1). 

Es hat sich gezeigt, daB die Aktivitat der delta-6-Desaturase bei Saugern 
durch Faktoren wie z. B. Alkoholkonsum, StreB, Mangelernahrung und 
Alterungsprozesse beeintrachtigt werden kann (Huang & Mills, 1996; 
Horrobin (1990) Rev. Contemp. Pharmacother. 1: 1-45; Bolton-Smith C et 
al. (1997) Eur. J. Clin. Nutr. 51:619-624; Leventhal LJ et al. (1993) Ann. 
Intern. Med. 119:867-873). Dies fuhrt zu einer Unterversorgung mit GLA 
und damit letztlich zu einem Mangel der aus GLA abgeleiteten Molekule 
wie ARA und der daraus gebildeten physiologisch wichtigen Eicosanoide, 
da es sich wie bereits erwahnt bei der Bildung der GLA aus LA durch die 
delta-6-Desaturase um einen lirnitierenden Schritt der PUFA-Synthese 
handelt (Brenner RR (1976) Adv. Exp. Med. Biol. 83:85-101; Nakahara T 
et al. (1993) J. Jpn. Oil Chem. Soc. 42:242-253; Chapkin, RS (1998) 
Reappraisal of the essential fatty acids. In: Fatty acids in food and their 
health implications, 2 nd ed. (Chow CK, ed) Marcel Dekker, New York, NY). 
Die Zufuhrung von GLA kann sowohl einen reduzierten endogenen 
Spiegel von delta-6 ungesattigten Fettsauren ausgleichen, als auch einen 
erhohten Bedarf an diesen Fettsauren decken (Horrobin (1990)). Fur die 
Biosynthese von aus GLA abgeleiteten Molekulen ist deshalb die 
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Aufnahme von GLA durch die Nahrung vorteilhaft (Fan, YY & Chapkin, RS 
(1998) J. Nutr. 128:1411-1414). 

4 

Der Befund, daB GLA vielfaltige positive Einflusse auf den menschlichen 

Korper ausubt, wurde inzwischen durch eine Vielzahl wissenschaftlicher 

Studien untermauert. So wurde die positive Wirkung der GLA z. B. auf 

atopische Ekzeme (Shimasaki, H: PUFA content and effect of dietary 

intake of y-linolenic acid-rich oil on profiles of n-6, n-3 metabolites in 

plasma of children with atopic eczema. J. Clin. Biochem. Nutr. (1995), 

19(3), 183-192.), Rheumatische Arthritis (Zurier RB, Rossetti RG, 

Jacobson EW, DeMarco DM, Liu NY, Temming JE, White BM, Laposata 

M (1996) y-linolenic acid treatment of rheumatoid arthritis: A randomized, 

placebo-controlled trial. Arthritis Rheum. 39(11) 1808-1817), 

Atheriosklerose (Leng GC, Lee AJ, Fowkes FGR, Jepson RG, Lowe GDO, 

Skinner ER, Mowat BF, Randomized controlled trial of y-linolenic acid and 

eicosapentaenoic acid in peripheral arterial disease, Clinical Nutrition, 

(1998) 17/6 265-271.), diabetische Neuropathie (Pfeifer MA, Schumer MP 

(1995) Clinical trials of diabetic neuropathy: past, present, and future. 

Diabetis 44(12) 1355-61), Migrane (Wagner W, Nootbaar-Wagner U 

(1997) Prophylactic treatment of migraine with y-linolenic and alpha- 

linolenic acids, Cephalalgia 17/2 127-130), Schizophrenie (Vaddadi, KS 

(1982) Some observations on the use of prostaglandin E1 precursor in the 

treatment of schizophrenia. Biol. Aspects Schizophr. Addict. 183-91. 

Publisher: Wiley, Chichester, UK) und Krebs (Kairemo KJA, Jekunen AP, 

Korppi-Tommola ET, Pyrhonen SO (1997) Effects of lithium y-linolenate 

on the perfusion of liver and pancreatic tissues in pancreatic cancer. t 

Anticancer Research 17/5 B 3729-3736.) durch klinische Studien 

nachgewiesen. In diesen Studien wurde sowohl eine statistisch als auch 

eine klinisch signifikante Verbesserung des Krankheitsbildes erzielt. Die 

Wirkung der GLA beruht dabei vor allem auf der Bildung von 



WO 01/20000 



PCT/EPOO/08778 



^5 



Eicosanoiden (Prostaglandine, Prostacycline, Thromboxane, Leukotriene), 
fur die GLA ein Vorlaufermolekul in der Biosynthese darstellt (Figur 1). 

Aufgrund dieser positiven Eigenschaften besteht ein breites 
Anwendungsspektrum fur GLA in der Pharma-, Kosmetik-, Tierfutter- und 
Lebensmittelindustrie (Horrobin (1990), Horrobin (1992) Prog. Lipid Res. 
31:163-194; Chapkin (1998), Fan & Chapkin (1998). 

Die meisten PUFAs aus Menschen und Tieren stammen entweder direkt 
aus der Ernahrung Oder entstehen durch die Umsetzung der durch die 
Ernahrung zugefuhrten essentiellen Fettsauren durch Desaturasen und 
Elongasen. Deshalb sind die Gene der PUFA-Biosynthese aus 
Organismen, in denen diese PUFAs naturlicherweise vorkommen, von 
groRem komrnerziellen Interesse. Durch die gezielte, funktionelle 
Expression dieser Gene in Organismen oder Zellen kann eine 
kommerzielle Produktion von PUFAs in diesen Systemen erreicht werden. 
Aus diesem Grund besteht ein Bedarf an Genen fur Desaturasen und 
Elongasen der PUFA-Biosynthese, sowie fur die kommerzielle Gewinnung 
von PUFAs und PUFA-Olen durch zuverlassige okonomische Methoden 
mit Hilfe dieser Gene. 

Keine der kommerziell genutzten Olsaaten produziert GLA. GLA kommt 
dagegen nur im Ol der Samen verschiedener Pflanzen wie der 
Nachtkerze (Oenothera biennis, ca. 10% GLA), Borretsch (Borago 
officinalis, ca. 23%) und der Schwarzen Johannisbeere (Ribes nigmm, ca. 
18%) vor. Daneben sind auch verschiedene Mikroorganismen als Quellen 
fur GLA bekannt, wie z. B. die Pilze Mucor und Mortierella (bis zu ca. 
25%), die Blaualge Spirulina (ca. 12-18%) und andere. Als besonders 
GLA-reiche Quelle wurden Ciliaten wie z. B. Tetrahymena (bis zu 47%; 
Hill, DL (1972) The biochemistry and physiology of Tetrahymena. Chapter 
3, 46-73. Academic press, New York, London; Erwin, J & Bloch, K (1963) 
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J. Biol. Chem. 238:1618-1624) beschrieben. Eine gute Ubersicht uber 
natiirliche Quellen von GLA geben Phillips & Huang (Phillips JC, Huang 
YS (1996) Natural sources and biosynthesis of y-linolenic acid: an 
overview. 1-13 In: y-linolenic acid. Metabolism and its role in Nutrition and 
medicin. Huang YS, Mills DE (eds.) AOCS Press, Champaign, Illinois, 
1996). 

Die kommerzielle Gewinnung von GLA aus diesen natiirlichen Quellen ist 
jedoch mit einigen Nachteilen verbunden. Sowohl die Qualitat als auch die 
Quantitat der aus diesen Organismen gewonnen Ole schwanken, und 
teilweise weisen die Ole eine sehr heterogene Zusammensetzung auf, 
was aufwendige und teure Reinigungsschritte notig macht um die GLA 
anzureichern. Der Anbau GLA-haltiger Pflanzen ist daruberhinaus nicht 
sehr wirtschaftlich (Hansen CE et al. (1991) J. Sci. Food Agric. 54:309- 
312). Fur die Gewinnung von GLA-haltigem Ol hat sich gezeigt, daB die 
Raum/Zeit-Ausbeute bei einigen GLA-produzierenden Mikroorganismen 
im Vergleich zu hoheren Pflanzen deutlich besser ist. Aus diesem Grunde 
bietet die fermentative Herstellung von GLA durch Mikroorganismen eine 
vielversprechende Alternative zu anderen GLA-Quellen. Das 
Fettsaurespektrum vieler Mikroorganismen ist oft recht einfach im 
Vergleich zu hoheren Organismen, was grosse Vorteile bei der Reinigung 
bietet.. Daruber hinaus ist die fermentative Herstellung nicht von externen 
Faktoren wie Wetter, Nahrungsangebot etc. abhangig. Ausserdem sind 
auf diese Weise hergestellte PUFAs weitgehend frei von Kontaminationen 
die z.B. auf Umweltverschmutzung zuriickzufuhren sind. Ein weiterer 
Vorteil ist, dass durch fermentative Prozesse gewonnene GLA im 
Gegensatz zu GLA aus natiirlichen Quellen keinen Schwankungen in der 
Verfugbarkeit unterliegen. 



WO 01/20000 PCT/EP00/08778 



Es gab bereits Versuche, die fermentative Gewinnung von GLA zu 
etablieren (Ratledge C (1993) Trends Biochem. 11:278-284; Ratledge C 
(1989) Biochem. Soc. Trans. 17:1139-1141; Gosselin Y et al. (1989) 
Biotechnol. Lett. 11:423-426; WO86/03518). Fureine kommerzielle, 
fermentative GLA-Produktion durch Mikroorganismen ist aber eine 
Steigerung des GLA-Gehaltes wunschenswert, da die Fermentation 
PUFA-produzierender Mikroorganismen als relativ aufwendig und teuer 
und damit als nicht sehr wirtschaftlich erachtet wird (supra Ratledge 
1993). Aufgrund seines relativ hohen GLA-Gehalts (supra) ist besonders 
Tetrahymena thermophila fur eine fermentative Gewinnung von GLA 
geeignet. Tetrahymena kann gut im Fermenter kultiviert werden und es 
konnen hohe Zelldichten erreicht werden (Kiy, T. & Tiedtke (1992) Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 37, 576-579; Kiy, T. & Tiedtke, A. (1992) Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 38, 141-146). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, Nukleinsauren aus 
Tetrahymena bereitzustellen, welche fur ein Polypeptid mit der Aktivitat 
einer delta-6-Desaturase kodieren, und deren funktionelle Expression und 
Uberexpression in einem Wirtsorganismus, vorzugsweise in Tetrahymena, 
zwecks Anreicherung von GLA und/oder delta 6-ungesattigten Fettsauren. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine Nukleinsaure 
gemaS SEQ ID No.: 1 kodierend fureine delta-6-Desaturase mit einer 
Aminosauresequenz gemafc SEQ ID No.: 2 oder eine funktionelle Variante 
davon, und Teile davon mit mindestens 8 Nukleotiden, vorzugsweise mit 
mindestens 15 oder 20 Nukleotiden, insbesondere mit mindestens 100 
Nukleotiden, vor allem mit mindestens 300 Nukleotiden (nachfolgend 
"erfindungsgema&e Nukleinsaure(n)" genannt). Ein weiterer Gegenstand 
der Erfindung ist ebenfalls eine Nukleinsaure gemaB SEQ ID No.: 3, 
enthaltend die genomische Sequenz und die neben der kodierenden 
Sequenz fur eine delta-6-Desaturase auch nicht kodierende 
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Nukleinsauresequenzen wie Introns, Promoter und flankierende 
Sequenzen, beinhaltet. 

Die vollstandige Nukleinsaure gemaB SEQ ID No.: 1 kodiert fur ein Protein 
mit 352 Aminosauren und einer theoretischen molekularen Masse von 
41,8 kDa. Die Sequenzanalysen gemaB der vorliegenden Erfindung 
bestatigen, daS es sich bei der Nukleinsaure um eine Nukleinsaure 
handelt, die fur eine delta-6-Desaturase aus Tetrahymena kodiert. 

Durch einen Homologievergleich konnte die aus der Nukleinsauresequenz 
(SEQ ID No.: 1) abgeleitete Proteinsequenz gemaR SEQ ID No.: 2 als 
eine delta-6-Desaturase identifiziert werden. Fur den Homologievergleich 
wurde die Funktion BLASTP (Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 
25:3389-3402) benutzt. Als homologe Proteine wurden Desaturasen, 
insbesondere delta-6-Desaturasen (E.C. 1.14.99.25; Linoleoyl-CoA 
desaturase) aus den Datenbanken identifiziert (siehe Figur 2). Die 
bekannten delta-6-Desaturasen weisen dabei maximal eine Identitat von 
25% zu der erfindungsgemaSen Polypeptidsequenz auf (siehe Figuren 
3A-3E). Ein Multiples Alignment verschiedener bekannter delta-6- 
Desaturasen mit der erfindungsmaSen Polypeptidsequenz ist in Figur 4 
gezeigt. Die Homologien finden sich insbesondere in konservierten 
Domanen, wie den Histidinboxen (Los & Murata, 1998. Biochem. Biophys. 
Acta 1394: 3-15; Shanklin, J et al. 1997. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 
6743-6747). Daruberhinaus konnte wie bei anderen eukaryotischen delta- 
6-Desaturasen eine Cytochrom b5 Domane (Lederer, F. (1994) Biochimie 
76, 674-692; Cho et al. J. Biol. Chem. 1999, 274(1): 471-477) identifiziert 
werden. Obwohl die erfindungsgema&e Polypeptidsequenz sich als delta- 
6-Desaturase identifizieren laBt, unterscheidet sie sich wesentlich von 
anderen delta-6-Desaturasen. Auffallig ist vor allem, daS die Sequenz mit 
352 Aminosauren rund 20% kurzer als andere eukaryotischen delta-6- 
Desaturasen ist. Daruberhinaus weist die Sequenz in stark konservierten 
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Bereichen eine Vielzahl von einzigartigen Abweichungen auf. So ist z.B. 
das bei anderen delta-6-Desaturasen zu 100% konservierte HHLFP-Motiv 
abgewandelt in HHFFP (siehe Figur 4). Die Identitat der 
erfindungsgemaRen Polypeptidsequenz zu bekannten Desaturasen ist 
aus diesen Grunden uberraschend gering. 

Durch die gezielte Uberexpression der Desaturase z. B. in Tetrahymena 
kann das Fettsaurespektrum signifikant modifiziert werden (s. Tabelle 1 
und 2). Dabei kommt es zu einer Verschiebung des Verhaltnisses der 
gesattigten und ungesattigten Fettsauren hin zu deutlich mehr 
ungesattigten Fettsauren. Von besonderem Interesse ist dabei die 
Steigerung der Produktivitat der GLA, die so erreicht werden kann. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaSe 
Nukleinsaure eine DNA Oder RNA, vorzugsweise eine doppelstrangige 
DNA, und insbesondere eine DNA mit einer Nukleinsauresequenz bzw. 
eine funktionelle Variante der Nukleinsauresequenz gemaR SEQ ID No 1 
von Pos. 33 bis Pos. 1091. Die beiden Positionen bestimmen gemafc der 
vorliegenden Erfindung den Start und das Ende des kodierenden 
Bereiches. 

Unter dem Begriff "funktionelle Variante" versteht man gemaB der 
vorliegenden Erfindung eine Nukleinsaure, die funktionell mit der delta-6- 
Desaturase aus Tetrahymena verwandt ist. Beispiele verwandter 
Nukleinsauren sind bespielsweise Nukleinsauren aus anderen Ciliaten- 
Zellen oder allelische oder degenerierte Varianten. Die Erfindung umfa&t 
ebenfalls funktionelle Varianten der erfindungsgema&en Nukleinsauren, 
die aufgrund des ungewohnlichen Codongebrauchs (siehe: Wuitschick 
JD, Karrer KM (1999) Analysis of genomic G + C content, codon usage, 
initiator codon context and translation termination sites in Tetrahymena 
thermophila. J. Eukaryot. Microbiol. 1999 46(3):239-47) eine Anpassung 
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der erfindungsgemaBen Nukleinsauren in ausgewahlten 
Expressionssystemen erfordern. Zum einen betrifft dies den Austausch 
der Codons TAA und TAG, welche in Ciliaten Glutamin kodieren und in 
den meisten anderen Expressionssystemen Stop-Codons sind, in CAA 
und CAG. Daruber hinaus ist es dem Fachmann bekannt die 
erfindungsgema&en Nukleinsauren an die jeweilige besondere 
Codonpraferenz (sog. "Codon-usage") verschiedener Expressionssysteme 
optimal anzupassen. Die Modrfizierung der Nukleinsauren kann in 
bekannter Weise durch einen gezielten Austausch von Basen erfolgen 
oder die erforderliche Nukleinsaure wird aus kunstlich hergestellten 
Oligonukleotiden gewonnen. Die Anpassung der Sequenz kann z. B. auf 
der Basis der bekannten Codongebrauch-Tabellen (z. B. im Internet: 
Codon usage tabulated from Genbank: 

http://www.dna.affrc.gojp/-nakamura/CUTG.html) der bevorzugten 
Expressionssysteme durchgeftihrt werden. Auch umfaSt die vorliegende 
Erfindung Varianten von Nukleinsauren, die nur Teile der Nukleinsaure 
enthalten. 

Im weiteren Sinne versteht man unter dem Begriff 'Varianten" gemaB der 
vorliegenden Erfindung Nukleinsauren, die eine Homologie, insbesondere 
eine Sequenzidentitat von ca. 60%, vorzugsweise von ca. 75%, 
insbesondere von ca. 90% und vor allem von ca. 95% aufweisen. 

Die Teile oder Fragmente der erfindungsgema&en Nukleinsauren konnen 
beispielsweise zur Herstellung einzelner Epitope, als Sonden zur 
Identifizierung weiterer funktioneller Varianten oder als Antisense- 
Nukleinsauren verwendet werden. Beispielsweise eignet sich eine 
Nukleinsaure aus mindestens ca. 8 Nukleotiden als Antisense- 
Nukleinsaure, eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 15 Nukleotiden als 
Primer beim PCR-Verfahren, eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 20 
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Nukleotiden fur die Identifizierung weiterer Varianten und eine 
Nukleinsaure aus mindestens ca. 100 Nukleotiden als Sonde. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die 
erfindungsgemaBe Nukleinsaure eine oder mehrere nicht-kodierende 
Sequenzen (UTR u.a.). Die nicht-kodierenden Sequenzen sind 
beispielsweise Intronsequenzen oder regulatorische Sequenzen, wie 
Promotor- oder Enhancer-Sequenzen, zur kontrollierten Expression des 
delta-6-Desaturase kodierenden Gens. Daher ist ein Gegenstand der 
Erfindung eine erfindungsgema&e Nukleinsaure gemaS SEQ ID No.: 3, 
welche aus Tetrahymena thermophila isoliert werden kann und die 
genomische Sequenz der delta-6-Desaturase mit Introns, Promoter und 
UTRs darstellt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaBe Nukleinsaure 
daher in einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor 
enthalten. 

Die Expressionsvektoren konnen beispielsweise prokaryotische oder 
eukaryotische Expressionsvektoren sein. Beispiele fur prokaryotische 
Expressionsvektoren sind fur die Expression in E. coli z.B. der T7 
Expressionsvektor pGM10 (Martin, 1996), welcher fur einen N-terminalen 
Met-Ala-His6-Tag kodiert, der eine vorteilhafte Reinigung des exprimierten 
Proteins uber eine Ni2+-NTA-Saule ermoglicht. Als eukaryotische 
Expressionsvektoren fur die Expression in Saccharomyces cerevisiae 
eignen sich z.B. die Vektoren p426Met25 oder p426GAL1 (Mumberg et al. 
(1994) Nucl. Acids Res., 22, 5767), fur die Expression in Insektenzellen 
z.B. Baculovirus-Vektoren wie in EP-B1-0127839 oder EP-B1-0549721 
offenbart, und fur die Expression in Saugerzellen z.B. SV40-Vektoren, 
welche allgemein erhaltlich sind. 
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lm allgemeinen enthalten die Expressionsvektoren auch fur die Wirtszelle 
geeignete regulatorische Sequenzen, wie z.B. den trp-Promotor fur die 
Expression in E. coli (s. z.B. EP-B1-0154133), den ADH-2-Promotor fur 
die Expression in Hefen (Russel et al. (1983), J. Biol. Chem. 258, 2674), 
den Baculovirus-Polyhedrin-Promotor fur die Expression in Insektenzellen 
(s. z.B. EP-B1-01 27839) oder den fruhen SV40-Promotor oder LTR- 
Promotoren z.B. von MMTV (Mouse Mammary Tumour Virus; Lee et al. 
(1981) Nature, 214, 228). 

Fur die Transformation von und die Expression in Tetrahymena eignen 
sich z.B. die von Gaertig et al. ((1999) Nature Biotech. 17: 462-465) oder 
Gaertig & Kapler ((1999) Methods in Cell Biol. 62:485-500) beschriebenen 
Vektoren. 

Die erfindungsgemaSen Nukleinsauren konnen beispielsweise chemisch 
anhand der in SEQ ID No.: 1 und 3 offenbarten Sequenzen oder anhand 
der in SEQ ID No.: 2 offenbarten Peptidsequenz unter Heranziehen des 
genetischen Codes z.B. nach der Phosphotriester-Methode synthetisiert 
werden (s. z.B. Uhlman, E. & Peyman, A. (1990) Chemical Reviews, 90, 
543, No. 4). Eine weitere Moglichkeit, die erfindungsgemaBen 
Nukleinsauren in die Hand zu bekommen, ist die Isolierung aus einer 
geeigneten Genbank, von einem Organismus, der delta-6-Desaturase 
Aktivitat besitzt, anhand einer geeigneten Sonde (s. z.B. Sambrook, J. et 
al. (1989) Molecular Cloning. A laboratory manual. 2nd Edition, Cold 
Spring Harbor, New York). Als Sonde eignen sich beispielsweise 
einzelstrangige DNA-Fragmente mit einer Lange von ca. 100 bis 1000 
Nucleotiden, vorzugsweise mit einer Lange von ca. 200 bis 500 
Nucleotiden, insbesondere mit einer Lange von ca. 300 bis 400 
Nucleotiden, deren Sequenz aus der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ 
ID No.: 1 oder 3 abgeleitet werden kann. 
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Daher betrifft die Erfindung ebenfalls ein Verfahren zur Herstellung einer 
erfindungsgema&en Nukleinsaure, wobei die Nukleinsaure chemisch 
synthetisiert Oder anhand einer Sonde aus einer Genbank isoliert wird. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch das 
Polypeptid selbst mit einer Aminosauresequenz gemaB SEQ ID No.: 2 
oder einer funktionellen Variante davon, und Teile davon mit mindestens 
sechs Aminosauren, vorzugsweise mit mindestens 12 Aminosauren, 
insbesondere mit mindestens 65 Aminosauren und vor allem mit 
mindestens 150 Aminosauren (nachfolgend "erfindungsgema&es 
Polypeptid" genannt). Beispielsweise kann ein ca. 6-12, vorzugsweise ca. 
8 Aminosauren-langes Polypeptid ein Epitop enthalten, das nach 
Kopplung an einen Trager zur Herstellung von spezifischen poly- oder 
monoklonalen Antikorper dient (siehe hierzu z. B. US 5,656,435). 
Polypeptide mit einer Lange von mindestens ca. 65 Aminosauren konnen 
auch direkt ohne Trager zur Herstellung von poly- oder monoklonalen 
Antikorper dienen. 

Unter dem Begriff "funktionelle Variante" im Sinne der vorliegenden 
Erfindung versteht man Polypeptide, die funktionell mit dem 
erfindungsgema&en Peptid verwandt sind, d.h. eine delta-6-Desaturase 
Aktivitat aufweisen. 

Im weiteren Sinne versteht man darunter auch Polypeptide, die eine 
Sequenzhomologie, insbesondere eine Sequenzidentitat von ca. 70%, 
vorzugsweise von ca. 80%, insbesondere von ca. 90%, vor allem von ca. 
95% zu dem Polypeptid mit der Aminosauresequenz gemaB SEQ ID No.: 
2 haben. 
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Des weiteren sind Polypeptide bevorzugt die konservierte Bereiche von 
Histidinboxen und eine Cytochrome b5 Domane aufweisen. Besonders 
bevorzugt sind erfindungsgema&e Polypeptide die ein HHFFP - Motiv 
enthalten. 

Ferner zahlen hierzu auch Deletionen des Polypeptids irn Bereich von ca. 
1 - 60, vorzugsweise von ca. 1 - 30, insbesondere von ca. 1-15, vor 
allem von ca. 1 - 5 Aminosauren. Beispielsweise kann die erste 
Aminosaure Methionin fehlen, ohne daft die Funktion des Polypeptids 
wesentlich verandert wird. Daneben zahlen hierzu auch Fusionsproteine, 
die die oben beschriebenen erfindungsgemaSen Polypeptide enthalten, 
wobei die Fusionsproteine selbst bereits die Funktion einer delta-6- 
Desaturase haben oder erst nach Abspaltung des Fusionsanteils die 
spezifische Funktion bekommen konnen. Vor allem zahlen hierzu 
Fusionsproteine mit einem Anteil von insbesondere nicht-ciliaten 
Sequenzen von ca. 1 - 200, vorzugsweise ca. 1 - 150, insbesondere ca. 1 
- 100, vor allem ca. 1-50 Aminosauren. Beispiele von nicht-Ciliaten 
Peptidsequenzen sind prokaryotische Peptidsequenzen, z.B. aus der 
Galactosidase von E. coli oder ein sogenannter Histidin-Tag, z.B. ein Met- 
Ala-His6-Tag. Ein Fusionsprotein mit einem sogenannten Histidin-Tag 
eignet sich besonders vorteilhaft zur Reinigung des exprimierten Proteins 
uber Metallionen-haltige Saulen, beispielsweise uber eine Ni2+-NTA- 
Saule. "NTA" steht fur den Chelator "nitrilotriacetic acid" (Qiagen GmbH, 
Hilden). 

Die Teile des erfindungsgemaBen Polypeptids reprasentieren 
beispielsweise Epitope, die spezifisch von Antikorpern erkannt werden 
konnen. 

Das erfindungsgemaRe Polypeptid kann beispielsweise durch Expression 
der erfindungsgema&en Nukleinsaure in einem geeigneten 
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Expressionssystem, wie oben bereits beschrieben, nach dem Fachmann 
allgemein bekannten Methoden hergestellt werden. Als Wirtszellen eignen 
sich beispielsweise die E. coli Stamme DH5, HB101 oder BL21, der 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae, die Insektenzelllinie Lepidopteran, 
z.B. von Spodoptera frugiperda, oder tierische Zellen wie COS, Vero, 293 
und HeLa, die alle allgemein erhaltlich sind. 

Insbesondere die genannten Teile des Polypeptids konnen auch mit Hilfe 
der klassischen Peptidsynthese (Merrifield-Technik) synthetisiert werden. 
Sie eignen sich insbesondere zur Gewinnung von Antiseren, mit deren 
Hilfe geeignete Genexpressionsbanken durchsucht werden konnen, um 
so zu weiteren funktionellen Varianten des erfindungsgema&en 
Polypeptids zu gelangen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich daher 
auf ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgema&en Polypeptids, 
wobei eine erfindungsgema&e Nukleinsaure in einer geeigneten Wirtszelle 
exprimiert und gegebenenfalls isoliert wird. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich auch auf 
Antikorper, die mit dem erfindungsgema&en Polypeptid spezifisch 
reagieren, wobei die oben genannten Teile des Polypeptids entweder 
selbst immunogen sind oder durch Koppelung an geeignete Trager, wie 
z.B. bovines Serumalbumin, immunogen gemacht bzw. in ihrer 
Immunogenitat gesteigert werden konnen. 

Die Antikorper sind entweder polyklonal oder monoklonal. Die Herstellung, 
die ebenfalls einen Gegenstand der vorliegenden Erfindung darstellt, 
erfolgt beispielsweise nach allgemein bekannten Methoden durch 
Immunisieren eines Saugetiers, beispielsweise eines Kaninchens, mit 
dem erfindungsgema&en Polypeptid oder den genannten Teilen davon, 
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gegebenenfalls in Anwesenheit von z.B. Freund's Adjuvant und/oder 
Aluminiumhydroxidgelen (s. z.B. Diamond, B.A. et al. (1981) The New 
England Journal of Medicine, 1344). Die im Tier aufgrund einer 
immunologischen Reaktion entstandenen polyklonalen Antikorper lassen 
sich anschliefiend nach allgemein bekannten Methoden leicht aus dem 
Blut isolieren und z.B. uber Saulenchromatographie reinigen. Bevorzugt 
wird eine Affinitatsreinigung der Antikorper, bei der beispielsweise das C- 
terminale Desaturase-Fragment an eine NHS-aktivierte HiTrap-Saule 
gekoppelt wurde. 

Monoklonale Antikorper konnen beispielsweise nach der bekannten 
Methode von Winter & Milstein (Winter, G. & Milstein, C. (1991) Nature, 
349, 293) hergestellt werden. 

Obwohl bereits delta-6-Desaturasen aus anderen Organismen 
beschrieben wurden, bietet sich Tetrahymena, aufgrund der besonders 
hohen Raum/Zeit-Ausbeute bei der Produktion von GLA sowohl als 
Ausgangspunkt fur die Erzeugung hochproduktiver, kommerziell 
bedeutender Stamme durch gentechnische Methoden, als auch als Quelle 
fur die Gene der PUFA-Biosynthese an. In der vorliegenden Erfindung 
wird dementsprechend die delta-6-Desaturase und ihre Verwendung aus 
dem GLA-produzierenden Ciliaten Tetrahymena thermophila beschrieben. 



Die gezielte Modifizierung der Zusammensetzung des Fettsaurespektrums 
durch gentechnische Methoden wird in Napier J et al. (Curr. Opin. Plant 
Biol. (1999) 123-127), Murphy & Piffanelli (Soc. Exp. Biol. Semin. Ser. 67 
(Plant Lipid Biosynthesis), (1998) 95-130) und Facciotti & Knauf (In: Adv. 
Photosynth. 6: Lipids in Photosynthesis: Structure, Function and Genetics. 
Siegenthaler & Murata (eds.) Kluwer Academic Publishers. Netherlands. 
(1 998) 225-248) beschrieben. 
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In den Schriften W098/46763, W098/46764 und W098/46765 werden 
Desaturasen aus dem Pilz Mortierella und die Verwendung der Gene zur 
Produktion von PUFAs, sowie einige teilweise partielle Sequenzen von 
Desaturasen beschrieben. In WO93/06712 und WO96/21022 werden A6- 
Desaturasen aus einem Cyanobakterium und aus Borretsch sowie die 
Verwendung dieser Sequenzen zur Produktion von PUFAs in 
Cyanobakterien und Pflanzen beschrieben. In W099/27111 wird eine 
Desaturase aus Nematoden und die Verwendung zur Produktion von 
PUFAs beschrieben. Aus der Literatur sind ebenfalls delta-6-Desaturasen 
bekannt. Es handelt sich dabei jedoch vor allem urn delta-6-Desaturasen 
aus Pflanzen (Borretsch (Sayanova et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 1997, 94: 421 1-4216), Phycsomitrella (Girke et al. (1998) Plant-J. 
1998 15(1): 39-48), Sonnenblume (Sperling et al. (1995) Eur. J. Biochem. 
1995, 232: 798-805)), Pilzen (Mortierella), Tieren (Maus, Ratte, 
Caenorhabditis (Napier et al. (1998) Biochem. J. 330(2), 61 1-614)), 
Cyanobacterium (Reddy et al. (1993) Plant Mol. Biol. 1993, 293-300). 

Ziel ist im allgemeinen die funktionelle, heterologe Expression dieser 
Gene in Kulturpflanzen, insbesondere Olsaaten wie z.B. Raps, 
Sonnenblume und anderen. Die GLA-Ausbeuten sind in alien bisher 
veroffentlichten Fallen jedoch entweder sehr gering und/oder die durch 
"genetic engineering" erzeugten GLA-produzierenden Organismen mit 
delta-6-Desaturase-Aktivitat sind ohne kommerzielle Bedeutung (Knutzon 
& Knauf (1998) Soc. Exp. Biol. Semin. Ser. 67:287-304). 
Die Probleme und Schwierigkeiten das Fettsaurespektrum in transgenen 
Pflanzen gezielt zu modifizieren werden z.B. von Murphy (Current Opinion 
in Biotechnology (1999) 10:175-180) und Knutzon & Knauf (1998) 
beschrieben. 
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Aufgrund des beschriebenen hohen GLA-Gehalts von Tetrahymena ist es 
vorteilhaft die Gene der PUFA-Biosynthese aus diesem Organismus fur 
die Entwicklung hochproduktiver, kommerziell bedeutender Stamme durch 
gentechnische Methoden zu benutzen. Durch die Moglichkeit, 
Tetrahymena gut in Massenkultur mit einer hohen Zelldichte zu kultivieren, 
ist es daruber hinaus vorteilhaft Tetrahymena selbst zur Erzeugung 
solcher hochproduktiver, kommerziell interessanter Stamme durch 
gentechnische Methoden zu benutzen. Desweiteren konnen neben 
Tetrahymena auch andere Organismen mit Hilfe der erfindungsgemaSen 
Nukleinsaure zur Produktion von GLA oder anderen delta 6-ungesattigten 
Fettsauren benutzt werden. 

Die Herstellung von GLA durch Fermentation von Tetrahymena ist 
besonders vorteilhaft aufgrund des recht einfachen Fettsaurespektrums 
verglichen mit hoheren Organismen. Daruber hinaus wird eine 
fermentative Produktion nicht von externen Faktoren wie Wetter, 
Nahrungsangebot etc. beinflusst. Ausserdem ist ein auf diese Weise 
gewonnenes Produkt weitgehend frei von Verunreinigungen, wie sie z.B. 
bei aus der Natur gewonnenen Produkten durch Umweltverschmutzung 
hervorgerufen werden konnen. 

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Nukleinsauren, kodierend fur eine 
ciliatenspezifische delta-6-Desaturase aus Tetrahymena, konnen 
transgene Organismen erzeugt werden, welche GLA und delta 6- 
ungesattigte Fettsauren produzieren, bzw. deren Gehalt an solchen 
Fettsauren gegenuber Wildtypzellen (hier: Tetrahymena thermophila) 
deutlich erhoht ist (siehe Tabelle 1 und 2). Dabei handelt es sich 
bevorzugt urn Ciliaten, besonders bevorzugt Tetrahymena, welche die 
erfindungsgemaSe Nukleinsauresequenz enthalten, bzw. in funktioneller 
Weise exprimieren. Die Expression der Desaturase in dieser Weise fuhrt 
zu einem relativen Anstieg von delta-6-ungesattigten Fettsauren, bzw. 
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davon abgeleiteten Folgeprodukten, basierend auf einer veranderten 
Konzentration von Enzymen und Substraten der PUFA-Synthese. Die 
Erfindung findet Anwendung in der kommerzietlen Produktion von PUFAs, 
insbesondere von GLA und davon abgeleiteten PUFAs oder anderen 
Folgeprodukten, die sich von GLA ableiten lassen, bzw. A6-ungesattigten 
Fettsauren (s. Figur 1: PUFA-Biosynthese). Neben GLA kann so z.B. 
durch die Desaturierung der ALA auch Stearidonsaure (18:4 A6,9,12,15) 
hergestellt werden, ein industriell vielfach genutzter Rohstoff. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform kann durch die Verwendung der 
delta-6-Desaturase kodierenden erfindungsgemafien Nukleinsauren in 
funktioneller Kombination mit geeigneten regulativen Sequenzen eine 
verstarkte Expression des Enzyms der GLA-Gehalt in GLA- 
produzierenden Organismen erhoht werden, bzw. GLA in LA- 
produzierenden Organismen produziert werden. Von besonderem 
Interesse sind dabei z.B. olproduzierende Organismen wie Sonnenblume, 
Raps, Soja aber auch andere. Daruber hinaus konnen durch die 
gleichzeitige Verwendung z. B. einer delta 12-Desaturase (z. B. 
Sakuradani E et al. (1999) Eur. J. Biochem. 261.812-820, Okuley et al. 
Plant Cell (1994) 6(1) 147-58) die besagten PUFAs in Organismen oder 
Zellen produziert werden, die keine oder nur wenig LA enthalten. 
Ebenfalls eine Kombination der drei an der GLA-Bildung beteiligten 
Desaturasen A6, A9 und A12 zur Produktion von GLA und delta 6- 
ungesattigte Fettsauren ist moglich. Des weiteren ist die Kombination mit 
weiteren Genen der PUFA-Biosynthese (vgl. Figur 1) eine weitere 
bevorzugte Ausfuhrung der Erfindung, wobei die GLA und delta 6- 
ungesattigte Fettsauren mittels weiterer Enzyme umgesetzt werden, fur 
die GLA als Substrat dient, wodurch z.B. ARA (20:4) und andere 
Molekule, die sich von GLA ableiten, hergestellt werden konnen. 
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AuGerdem kann die Erfindung zur Herstellung neuer GLA-haltiger 
Nahrungsquellen, bzw. von Nahrungsquellen die reich an Molekulen 
(insbesondere PUFAs, z. B. ARA) sind, die sich von GLA oder anderen A 
6-ungesattigten Fettsauren ableiten lassen, benutzt werden. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt weiterhin Expressionskonstrukte, die 
das delta-6-Desaturase Gen oderTeile davon enthalten, sowie die 
funktionelle Kombination der delta-6-Desaturase kodierenden Sequenz 
mit heterologen regulativen Sequenzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Herstellung transgener 
Organismen mit erhohtem GLA-Gehalt (siehe Tabellen 1 und 2), durch die 
Verwendung der beschriebenen delta-6-Desaturase kodierenden DNA- 
Sequenz und der beschriebenen funktionellen Konstrukte des deita-6- 
Desaturase Gens. 

Fur die Isolierung von genomischer DNA und von mRNA, sowie die 
Herstellung von genomischer und cDNA-Banken sind eine Vielzahl gut 
etablierter Methoden bekannt (z.B. in Sambrook et al. (1989) in Molecular 
Clonning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY). Die Herstellung 
geeigneter Vektoren, welche die in der Erfindung beschriebene 
Desaturase, bzw. Teile daraus enthalten, konnen mit dem Fachmann 
bekannten Methoden, wie sie z. B. in Ausubel et a!. (Ausubel et al. (1995), 
Current Protocols in Molecular Bioloqy, Green Publishing Associates, New 
York) und Sambrook et al. (1989) beschrieben sind, hergestellt werden. 

Vektoren, welche die delta-6-Desaturase kodierende Sequenz enthalten, 
konnen durch Infektion, Transfektion, Elektroporation, PartikelbeschuB 
und anderen Methoden in Zellen eingeschleust werden. Mit 
Transformation ist hier generell die Einbringung fremder DNA in eine Zelle 
gemeint. Die Methoden dafur sind gut etabliert und konnen in fur den 
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Fachmann bekannter Weise durchgefuhrt werden (z. B. Sambrook et al. 
(1989), Potrykus I (1991) Annu. Rev. Plant Biol. Plant Mol. Biol. 42:205- 
225, Christou P (1993) Curr. Opp. Biotech. 4:135-141). 

Ebenso werden Vektoren beschrieben, welche die DNA-Sequenz der 
vorliegenden Erfindung oder Teile der Sequenz in funktioneller 
Kombination rnit Promotoren, oder anderen regulativen Elementen, 
welche in einer Wirtszelle aktiv sind, enthalten. In einer bevorzugten 
Ausfuhrung handelt es sich bei diesen regulativen Elementen um 
Nukleinsauresequenzen, welche in Ciliaten, insbesondere Tetrahymena, 
funktionell aktiv sind, wie z. B die Promoteren fur Histon H4, a- und p- 
Tubulin und andere. 

Ferner werden in der vorliegenden Erfindung Organismen beschrieben, 
welche die beschriebene Delta-6-Desaturase kodierende Sequenz 
rekombinant exprimieren. Dadurch besteht neben der Moglichkeit der 
Produktion von A6-PUFAs in diesen Organismen z. B. auch die 
Moglichkeit die rekombinante delta-6-Desaturase oder Teile davon durch 
Standardmethoden der Proteinreinigung (z. B. Ausubel et al. (1995)) zu 
isolieren. Vektoren fur eine Expression der delta-6-Desaturase 
kodierenden Sequenz in verschiedenen Organismen konnen nach dem 
Fachmann bekannter Weise hergestellt werden. Detaillierte Informationen 
uber geeignete Vektoren finden sich z.B. in Sambrook et al. (1989), 
Goeddel, ed. (1990) Methods in Enzymology 185 Academic Press, und 
Perbal (1988) A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley and 
Sons, Inc.. Solche Vektoren enthalten vorzugsweise Sequenzelemente, 
welche die Expression beeinflussen, wie Promotoren, Enhancer- 
Elemente, "upstream" aktivierende Sequenzen etc.. Fur die Expression 
eignen sich sowohl induzierbare als auch konstitutive Promotoren, oder z. 
B. gewebespezifische Promotoren. Fur die Expression in pflanzlichen 
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Zellen eignet sich z. B. der "cauliflower mosaic virus" (CaMV) 35S 
Promoter (Restrepo et al. (1990) Plant Cell 2 987) oderz. B. Promotoren, 
die bei der Samenentwicklung aktiviert werden. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den benutzten Vektoren um Shuttle- 
Vektoren (Wolk et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1561-1565, 
Bustos et al. (1991) J. Bacteriol. 174: 7525-7533). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die erfindungsgemafte 
Nukleinsaure unter Kontrolle eines starken Promotors (wie z. B dem 
Tetrahymena p-Tubulin-Promoter, Gaertig et al. (1999) Nature Biotech.) in 
Tetrahymena exprimiert. Die Transformation kann vorzugsweise nach 
Gaertig et al. (1999) Nature Biotech. 17: 462-465 (oder z. B. nach Gaertig 
& Gorovsky (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:9196-9200) 
beschriebenen Methoden erfolgen. Als regulative Elemente fur die 
Expression konnen z. B. die Promotoren von a- oder p-Tubulin aus 
Tetrahymena thermophila benutzt werden. Die transformierten 
Tetrahymena werden in selektiven Medien identifiziert, angereichert und 
kultiviert. Aus den Zellen konnen die Lip(o)ide nach Standardmethoden 
isoliert werden (z.B. Dahmer et al., (1989) Journal of American Oil 
Chemical Society 66, 543). Die Methylesther der Fettsauren konnen durch 
Gaschromatographie analysiert werden. 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen isolierten Nukleinsauren 
oder Teile daraus konnen auch zur Isolierung verwandter Gene aus 
anderen Organismen, insbesondere z. B. aus anderen Protisten, 
insbesondere Ciliaten, benutzt werden. Fur die Isolierung homologer 
Gene kann die erfindungsgema&e Nukleinsaure oder Teile davon als 
markierte Probe eingesetzt werden. Durch die Hybridisierung der Probe 
an isolierte Nukleinsauren aus anderen Organismen konnen hornologe 
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Nukleinsaure-Sequenzen identifiziert und isoliert werden. Die Markierung 
der Probe kann in einer fur den Fachmann bekannten Weise durchgefuhrt 
werden (Ausubel, Sambrook (supra)). Fur die Markierung der Probe 
eignen sich z.B. radioaktive Nukleotide oder Nukleotide die mit 
detektierbaren Molekulen wie z.B. fluoresziernden Molekulen, 
Digoxigenin, Biotin, magnetischen Molekulen oder Enzymen verknupft 
sind. Die Identifizierung und Isolierung homologer DNA-Sequenzen erfolgt 
durch den Nachweis der Markierung nach einer Hybridisierung der Probe 
an heterologe DNA. Fur die Suche nach homologen Sequenzen bieten 
sich cDNA-Banken oder genomische Banken an. Fur den Nachweis 
homologer Sequenzen eigenen sich dariiber hinaus Southern und 
Northern-Blots. Alternativ kann homologe DNA, die mit der markierten 
Probe hybridisiert, auch durch selektives Zuruckhalten der markierten 
Probe (z.B. mit Hilfe eines Magneten) isoliert werden. 

Die Isolierung und Klonierung homologer Gene durch Kreuzhybridisierung 
kann durch dem Fachmann bekannte Methoden, wie sie z. B. in Ausubel 
et al. (1995, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing 
Associates, New York) oder Sambrook et al. (1989, Molecular Cloning) 
beschrieben sind, erfolgen. 

Auf der Basis der isolierten DNA-Sequenz und der dadurch kodierten 
Proteinsequenz konnen zudem Oligonukleotide entworfen werden, mit 
deren Hilfe homologe Nukleinsauresequenzen mittels 
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert werden konnen. 

Eine weitere Moglichkeit zur Isolierung homologer Proteine besteht in der 
Detektion mit spezifischen Antikorpern gegen das durch die Sequenz der 
vorliegenden Erfindung kodierten Protein oderTeite davon (z. B. Peptid- 
Antikorper). 
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Beschreibunq d r wichtiqsten S qu nzen und Fiqur n: 

SEQ ID No: 1: Nukleotidsequenz der delta-6-Desaturase kodierenden 

cDNA- der delta-6-Desaturase von Tetrahymena 
thermophila. Start- und Stop- Codon sind hervorgehoben. 

SEQ ID No: 2: aus der SEQ ID No.: 1 abgeleitete Proteinsequenz der 

Tetrahymena delta-6-Desaturase, unter 
Berucksichtigung des speziellen Ciliaten- Codon- 
Gebrauchs (Wuitschick JD, Karrer KM (1999), oder CUTG 
(Codon usage tabulated from Genbank): 
http://\AAww.dna.affrc.go.jp/^nakamura/CUTG.html). 

SEQ ID No: 3: genomische Nukleotidsequenz der delta-6-Desaturase 

von Tetrahymena thermophila. 



Figur 1: Schematische Darstellung der PUFA-Biosynthese. 
Figur 2: Ergebnis eines BLASTP - Datenbank - Vergleichs der 

Proteinsequenz gemaB SEQ ID No.: 2 mit Proteindatenbanken. 
Figur 3: Alignment der Proteinsequenz gemaR SEQ ID No.: 2 mit 

bekannten Desaturasen. 
Figur 4: Multiples Alignment der Polypeptidsequenz gemaR SEQ ID No.: 

2 aus tetrahymena mit bekannten Desaturasen. Die Histidin- 

Boxen sowie das konservierte HPGG-Motiv aus der Cytochrom 

b5 Domane sind unterstrichen. 
Figur 5: Schematische Darstellung der Genstruktur der delta-6- 

Desaturase aus Tetrahymena gemaU SEQ ID No.: 1 und 3. 
Figur 6: Herstellung des pBDES6 delta-6-Desaturase 

Expressionskonstruktes. 
Figur 7: Herstellung der pgDES6::neo Knockoutkonstrukte. 
Figur 8: Vergleich des Fettsaurespektrums (Hauptfettsauren) der 

Tetrahymena pBDES6-Transformanten (AX601 und AX604) im 

Vergleich zum Tetrahymena-Wildstamm (CU522) 
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BEISPIELE 

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung, ohne 
die Erfindung auf diese Beispiele einzugrenzen. 

BE1SPIEL 1: 

Organismen und Kultivierungsbedingungen 

Tetrahymena thermophila (Stamme B1868 VII, B2086 II, B*VI, CU427, 
CU428, CU522, zur Verfiigung gestellt von Dr. J. Gaertig, University of 
Georgia, Athens, GA, USA) wurden in modifiziertem SPP-Medium (2% 
Proteosepeptone, 0,1% Hefeextrakt, 0,2% Glucose, 0,003% Fe-EDTA 
(Gaertig et al. (1994) PNAS 91:4549-4553)) bzw. Magermilchmedium (2% 
Magermilchpulver, 0,5% Hefeextrakt, 1% Glucose, 0,003% Fe-EDTA) 
oder MYG-Medium (2% Magermilchpulver, 0,1% Hefeextrakt, 0,2% 
Glucose, 0,003% Fe-EDTA) mit Zusatz von Antibiotika-Losung (100 U/ml 
Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin und 0,25 ug/ml Amphotericin B (SPPA- 
Medium)) bei 30 °C in 50 ml Volumen in 250 ml Erlenmeyerkolben unter 
Schutteln (150 U/min) kultiviert. 

Plasmide und Phagen wurden in E. co//'XL1-Blue MRF', TOP 1 0F' oder 
JM109 vermehrt und selektiert. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte 
unter Standardbedingungen in LB- oder NZY-Medium, mit Antibiotika in 
Standardkonzentrationen (Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring, New 
York). 

BEISPIEL 2: 

Herstellung einer Tetrahymena thermophila cDNA-Bibliothek 

Gesamt RNA aus Tetrahymena thenvophila wurde nach der 
Guanidinthiocyanat/ Phenol/Chloroform Methode isoliert (Chomzynski & 
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Sacchi (1987) Anal. Biochem. 161: 156-159). Aus der Gesamt-RNA wurde 
die mRNA mit Hilfe von Oligotex-dT-Kugelchen (Qiagen) isoliert. Die 
Synthese der cDNA erfolgte nach dem Stratagene ZAP Express cDNA 
Synthesis and Cloning Kit. Nach Ligation der EcoR l-Adapter und Verdau 
mit Xho I wurde die DNA Ciber ein Agarosegel aufgetrennt und 
groBenfraktioniert (S: 500 - 1500 bp, B: groRer 1500 bp). Die DNA wurde 
aus dem Gel isoliert (Qiaquick Gel Extraktion Kit, QIAGEN) und in den 
Eco Rl und Xho I geschnittenen ZAP Express Vektor ligiert. Die ligierte 
DNA wurde in-vitro in Phagen verpackt (Stratagene Gigapack III Gold) 
und die Phagen wurden in E. coli XL1-Blue MRF' vermehrt. Die S-cDNA- 
Bank enthielt ca. 5 x 10 s Klone mit einer durchschnittlichen Insertgrofte 
von 1,1 kb, die B-cDNA-Bank enthielt ca. 6 x 10 4 Klone mit einer 
durchschnittlichen InsertgroBe von 2 kb. 

BEISPIEL 3: 

RT-PCR mit delta-6-Desaturase spezifischen Primern 

Durch Sequenzvergleiche bekannter Desaturasen konnten konservierte 
Bereiche identifiziert werden. Fur die besonders stark konservierten 
Aminosaurebereiche 

WWKWNHNAHH (SEQ ID No.: 4) und GGLQFQIEHHLFP (SEQ ID No.. 
5) 

wurden unter Berucksichtigung des besonderen Ciliaten-Codon- bzw. 
Tefraftymena-Codon-Gebrauchs PCR-Primer entworfen (Wuitschick JD, 
Karrer KM (1999) Analysis of genomic G + C content, codon usage, 
initiator codon context and translation termination sites in Tetrahymena 
thermophila. J. Eukaryot. Microbiol. 46(3):239-47; Martindale (1989) J. 
Protozool. 36,1: 29-34. CUTG, (Codon Usage Tabulated from Genbank): 
http://www.dna.affrc.go.jp/~nakamura/CUTG.html). 
Primer 1 (sense): 5*-TGGTGGAARTGGAMNCAYAA-3\ (SEQ ID No.: 6) 
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Primer 2 (antisense): 5'-CGDGGRAANARRTGRTGTTC-3' (SEQ ID No.: 
7). 

100 ng isolierte mRNA wurde fur die Erststrangsynthese mit AMV- 
Reverser Transkriptase (Boehringer Mannheim) eingesetzt. Die Reaktion 
erfolgte nach dem Hersteller-Protokoll in 20 pi Volumen: 50 mM Tris-HCI 
(pH 8,5), 8 mM MgCI 2 , 30 mM KCI, 1 mM DTT, 1 mM dNTPs, 2 pmol 
Oligo-dT-Ankerprimer (5 1 - GACCACGCGTATCGATGTCGACT(16)V-3'; 
SEQ ID NO.: 8), 2 units AMV-Reverse Transkriptase, 60 min. bei 55 °C, 
anschlieBend 10 min 65 °C. 1/10 dieser Erststrangreaktion wurde fur die 
PCR eingesetzt. Die PCR erfolgte in 25 pi Volumen mit: 1 x Qiagen 
HotStarTaq PCR-Puffer (QIAGEN), pH 8,7 (20 °C), je 10 pmol der delta-6- 
Desaturase spezifischen Primer, je 200 pM dNTPs, 1,5 mM MgCI 2 , 1 unit 
HotStarTaq-Polymerase (Qiagen). Die PCR wurde unter folgenden 
Bedingungen durchgefuhrt: Anfangsdenaturierung bei 95 °C fur 15 min, 
anschliedend folgten 35 Zyklen mit jeweils 94 °C fur 30 sec, 45 °C fur 30 
sec und 72 °C fur 1 min. Abschlie&end 10 min 72 °C. Die PCR-Fragmente 
wurden durch T/A Klonierung (Invitrogen) in den Vektor pCR 2.1 ligiert 
und in E. coli TOP10F' (Invitrogen) vermehrt. Von positiven Klonen wurde 
Plasmid-DNA isoliert (Qiaprep Spin, QIAGEN) und sequenziert. 

BEISPIEL 4: 

Isolierung der vollstandigen delta-6-Desaturase kodierenden cDNA 

Auf der Basis der so ermittelten Sequenz wurden neue Oligonukleotide fur 
die PCR entworfen: 

Primer d6/1-F (sense): 5'- G G AATC ACAATC AAC ATC ATATGTTC AC -3' 
(SEQ ID No.: 9) und 

Primer d6/1-R (antisense): 5'- CTTCGTCCTTTAGAATGTTGTTTGTGAAC 
-3' (SEQ ID No.: 10). 

Die Isolierung der vollstandigen delta-6-Desaturase kodierenden cDNA 
erfolgte durch PCR mit diesen Primern in Kombination mit Vektor- 
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spezifischen Primern (T3 und T7) aus der cDNA-Bank. Von der cDNA- 
Bank wurden 2 pi (10 5 pfu/pl) fur eine PCR (s.o) eingesetzt. Die PCR 
erfolgte abweichend von den oben angegebenen Bedingungen nach 
folgendem Protokoll: 15 min 95 °C Denaturierung, anschlieRend 35 Zyklen 
mit 20 sec. 94 °C, 20 sec 57 °C, 1 min. 72 °C. AbschlieBend 10 min 72 °C. 
Die PCR-Produkte wurden mit den auch fur die PCR eingesetzten Primern 
sequenziert. Auf der Basis der so gewonnenen Sequenzinformationen 
wurde ein neuer Primer entworfen, der am 5'-Ende der cDNA-Sequenz 
lag: 

Primer d6-5'-F: AGTAAGC AAACTAAATTTAAAAAACAAG C (SEQ ID NO.: 
11) 

Mit Hilfe dieses Primers in Verbindung mit einem vektorspezifischen 
Primer konnte die vollstandige cDNA-Sequenz durch PCR (PCR- 
Bedingungen s.o.) amplifiziert und isoliert werden. Durch die Klonierung 
dieses PCR-Produktes in den Vektor pCR 2.1 erhielt man das Plasmid 
pDES6. 

BEISPIEL 5: 

Herstellung einer Tetrahymena thermophila genomischen DNA-Bibliothek 

Genomische DNA wurde mit Hilfe der Harnstoff-Methode (Gaertig et al. 
1994) aus Tetrahymena isoliert und mit Eco R I geschnitten. Die 
geschnittene DNA wurde in einen ebenfalls Eco R I geschnittenen 
Lambda-Vektor (Zap Express, Stratagene) ligiert. Die weitere 
Durchfuhrung entsprach der Vorgehensweise bei der cDNA-Bibliothek. 

BEISPIEL 6: 

Isolierung der genomischen Sequenz der delta-6-Desaturase 

Die genomische Sequenz der delta-6-Desaturase wurde mit Hilfe der PCR 
ermittelt. Zum einen wurde mit Primern vom 5 - und 3-Ende der cDNA: 
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d6-5'-F: AGTAAGCAAACTAAATTTAAAAAACAAGC (SEQ ID No.: 12) 
d6-3'-R: G G TC CTTC ATG AATCTTAAG GTTC C ACTTC (SEQ ID No.: 13) 
aus genomischer DNA ein ca. 2200 bp gro&es PCR-Produkt erzeugt, 
welches die gesamte kodierende Sequenz und Introns enthielt. Urn 
flankierende Sequenzen des delta-6-Desaturase Gens zu isolieren wurde 
das Genome Walker System (Clonetech) benutzt. Mit Hilfe der 
universellen Primer aus diesem System und spezifischen Primern auf der 
Basis der ermittelten delta-6-Desaturase Sequenz 
d6-5'-R: CTTAAGTCTTATCAACTCCCATAATGC (SEQ ID No.: 14) 
d6-3-F: G AAGTG G AAC CTTAAG ATTC ATG AAG G AC C (SEQ ID No.: 15) 
konnten flankierende Bereiche des delta-6-Desaturase Gens aus 
Tetrahymena isoliert werden. Die vollstandige Struktur der genomischen 
Sequenz ist in Figur 5 dargestellt 

BEISPIEL 7: 

Herstellung der Express ionskonstrukte pBDES6 

Der Vektor pBICH3 (Gaertig et al. 1999 Nature Biotech. 17: 462-465) 
enthalt die kodierende Sequenz des Ichthyophthirius l-Antigen (G1) 
Praprotein flankiert von den nicht kodierenden, regulativen Sequenzen 
des Tetrahymena thermophila BTU1-Gens. Ein modifiziertes Plasmid 
(pBICH3-Nsi) mit einer Nsi I Schnittstelle am Start (zur Verfugung gestellt 
von J. Gaertig, University of Georgia, Athens, GA, USA) wurde benutzt, 
um das delta-6-Desaturase Expressionskonstrukt pBDES6 herzustellen. 
Dazu wurden mittels PCR Nsi I und Bam HI Schnittstellen am Start und 
Stop der kodierenden Sequenzen der delta-6-Desaturase von 
Tetrahymena eingefugt. Fur die PCR wurden isolierte Plasmide, welche 
die vollstandigen cDNA-Sequenzen der delta-6-Desaturase enthalten 
(pDES6) als Template eingesetzt. Die Primer 

D6-Nsi-F: 5 , -GCATTATGCATGTTGATAAGACTTAAGAAG-3 , (SEQ ID 
No.: 16) 
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D6-Bam-R: 5 , -TATGGATCCTCAAAGGTGAGATTTTTCAAAAATAG-3 , 
(SEQ ID No.: 17) 

erzeugten PCR-Produkte, welche die vollstandige kodierende Sequenz 
der delta-6-Desaturase, flankiert von Nsi I und Bam HI Schnittstellen, 
enthielten. Die PCR-Produkte und das Plasmid pBICH3-Nsi wurden mit 
den Restriktionsenzymen Nsi I und Bam HI geschnitten, uber ein 
Agarosegel gereinigt und ligiert (s. Abb. Plasmidkonstruktion). Die so 
entstandenen Expressionskonstrukte pBDES6 enthielten die vollstandige 
delta-6-Desaturase kodierende Sequenz inseriert in einem korrekten 
Leseraster in die regulatorischen Sequenzen des BTU1 Gens (siehe Figur 
6). Fur die Transformation von Tetrahymena wurden die Konstrukte durch 
etnen Verdau mit den Restriktionsenzymen Xba I und Sal I linearisiert. 
Bei einer erfolgreichen Transformation wurde durch homologe 
Rekombination das BTU1-Gen durch diese Konstrukte ersetzt, wodurch 
eine Resistenz der Zellen gegeniiber Paclitaxel vermittelt wurde. 

BEISPIEL 8: 

Bestimmung des Fettsaurespektrums der Transformanten 

Die Bestimmung des Fettsaurespektrums erfolgte mittels 
Gaschromatographen (HP GC 6890) mit Flammenionisationsdetektor 
(Hewlett-Packard Company, Wilmington, USA). Als Saule diente eine 
FFAP (Free Fatty Acid Phase) Permbond (Macherey & Nagel GmbH, 
Duren). Die Identifizierung der Fettsauren erfolgte durch den Vergleich mit 
Retentionszeiten von Fettsauremethylester-Standards. Auf der Basis der 
bekannten Konzentration des Standards konnte die Konzentration der 
Fettsauren in den Proben bestimmt werden. 
Zur Bestimmung des Fettsaurespektrums wurden die isolierten 
Transformanten in MYG-Medium bei 30 °C, 150 RPM fur 24-96 h 
kultiviert. 50 ml der Kultur wurden bei 1500 g fur 15 min zentrifugiert, der 
Uberstand verworfen, das Pellet bei -80 °C eingefroren und anschliessend 
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gefiergetrocknet. 50 mg der lyophillisierten Probe wurden eingewogen und 
mit 1 ml 20%iger methanolischer HCI und 1 ml methanolischer Standard- 
Losung (1 mg/ml) versetzt. Zur Freisetzung der Fettsauren und deren 
Umesterung in Fettsauremethylester wurden die Proben im 
geschlossenen Reagenzglas zwei Stunden bei 60°C im Wasserbad 
geruhrt und auf Raumtemperatur abgekuhlt Zum Neutralisieren der Probe 
wurde anschlieliend 1 ml wassrige, gesattigte Natriumhydrogencarbonat- 
Losung zugegeben und vorsichtig gemischt. Durch Zugabe von n-Hexan 
wurden die Fettsauremethylester extrahiert. AnschlieSende wurde der 
Ansatz kraftig durchmischt und durch Zentrifugation fur 2 min. bei 4300 
rpm eine Phasentrennung erreicht. Etwa 2/3 der oberen, organischen 
Phase wurden entnommen und 1 pi der Probe wurde auf die GC-Saule 
gespritz und analysiert. 
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Tab lie 1: 

GLA-Gehalt der Tetrahymena pBDES6-Transforrnanten (AX601 und 
AX604) im Vergleich zumTetrahymena-Wildstamm (CU522) nach 50 h 
Kultivierung. Angegeben ist der prozentuale Anteil der GLA am 
Gesamtfettsaurespektrum sowie die prozentuale Differenz der 
Transformanten im Vergleich zum nicht-transformierten Tetrahymena 



Stamm CU522. 



Stamm (Plasmid) 


GLA -Area % 


Differenz zu CU522 


CU522 ( - ) 


24,0 




AX601 (pBDES6) 


31,7 


+ 32% 


AX604 (pBDES6) 


29,3 


+ 22% 



Tabelle 2: 

Vergleich des Fettsaurespektrums (Hauptfettsauren) der Tetrahymena 
pBDES6-Transformanten(AX601 und AX604) im Vergleich 
zumTetrahymena-Wildstamm (CU522) nach 50 h Kultivierung. Angegeben 
ist der prozentuale Anteil der Hauptfettsauren am gesamt 
Fettsaurespektrum, sowie das Verhaltniss der ungesattigten zu den 
gesattigten Hauptfettsauren. 





Cu522 ( - ) 


AX601 (pBDES6) 


AX604 (pBDES6) 


C14:0 


9,4 


7,2 


7,4 


C14:1 


2,8 


3.5 


3,1 


C16:0 


12,7 


7,3 


7,2 


C16:1 


4,5 


6,4 


6 


C18:0 


2,6 




1,4 


C18:1 


9,5 


3,9 


4,8 


C18:2 


9,4 


11,5 


10,6 


GLA (C18:3) 


24 


31,7 


29,3 


ungesattigt 


50,2 


57 


53,8 


gesattigt 


24,7 


14,5 


16 


ungesattigt/ gesattigt 


2,03 


3,93 


3,36 
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Die Transformanten zeigten unter diesen Bedingungen einen urn 22-32% 
erhohten Anteil von GLA am Gesamtfettsaurespektrum gegenuber dem 
nicht-transformierten Stamm CU522 (Tabelle 1). Neben der Verschiebung 
des GLA-Anteiis ist eine deutliche Verschiebung des Fettsaurespektrums 
zu einem hoheren Gehalt an ungesattigten Fettsauren auffallig. Das 
Verhaltniss der ungesattigten zu den gesattigten (Haupt)Fettsauren ist bei 
den Transformanten nahezu doppelt so hoch (Tabelle 2). 

BEISPIEL 9: 

Herstellung des delta-6-Desaturase Knock-out Konstruktes pgDES6::neo 

Fur die Herstellung des Knock-out Konstruktes wurde in die genomische 
Sequenz der delta-6-Desaturase eine neo-Kassette aus dem Plasrnid 
P4T2-1AH3 (Gaertig et al. (1994) NucL Acids Res. 22:5391-5398) 
inseriert. Dabei handelt es sich urn das Neomycin-Resistenzgen unter der 
Kontrolle des Tetrahymena Histon H4-Promoters und der 3' flankierenden 
Sequenz des BTU2 Gens. Dieses Konstrukt vermittelt in Tetrahymena 
eine Resistenz gegenuber Paromomycin. Das Plasrnid p4T2-1AH3 wurde 
mit Eco RW Sma I geschnitten und das ca. 1,4 kb grosse Fragment der 
neo-Kassette wurde in das mit Eco RV geschnittene Plasrnid pgDES6 in 
die genomische Sequenz der Tetrahymena delta-6-Desaturase ligiert 
(siehe Figur 8). Dadurch wurde das Plasrnid pgDES6::neo erzeugt. Bei 
einer erfolgreichen Transformation wurde durch homologe Rekombination 
das Gen fur die delta-6-Desaturase durch dieses Konstrukt ersetzt, 
wodurch eine Resistenz der Zellen gegenuber Paromomycin vermittelt 
wurde. 

BEISPIEL 10: 

Macronucleus-Transformation von Tetrahymena mit dem Desaturase 
Expressionskonstrukt pBDES6 
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Fur eine Transformation wurden 5 x 10 6 Tetrahymena thermophila Zellen 
(CU522) eingesetzt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 50 ml SPPA- 
Medium bei 30 °C in einem 250 ml Erlenmeyerkolben auf einem Schuttler 
bei 150 RPM bis zu einer Zelldichte von ca. 3-5 x 10 5 Zellen/ml. Die Zellen 
wurden durch Zentrifugation (1200 g) fur 5 min pelletiert und das Zellpellet 
wurde in 50 ml 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) resuspendiert und wie vorher 
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt und die Zellen in 10 
mM Tris-HCI (pH 7,5, plus Antibiotika) bei einer Zelldichte von 3 x 10 5 
Zellen/ml resuspendiert, in einen 250 ml Erlenmeyerkolben uberfuhrt und 
fur 16-20 h ohne Schutteln bei 30 °C inkubiert (Hungerphase). Nach der 
Hungerphase wurde erneut die Zellzahl bestimmt, wie oben zentrifugiert 
und die Zellen mit 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) auf eine Konzentration von 5 x 
10 6 Zellen/ml eingestellt Ein ml der Zellen wurde fur die Transformation 
benutzt. Die Transformation erfolgte mittels Mikropartikelbeschuss (s.u.). 
Zur Regeneration wurden die Zellen in SSPA-Medium aufgenommen und 
bei 30 °C ohne Schutteln im Erlenmeyerkolben inkubiert. Nach 3 h wurde 
Paclitaxel® in einer Endkonzentration von 20 pM zugegeben und die 
Zellen in Aliquots von 100 pi auf 96er Mikrotiterplatten uberfuhrt. Die 
Zellen wurden in einer feuchten, abgedunkelten Box bei 30 C inkubiert. 
Nach 2-3 Tagen konnten Paclitaxel resistente Klone identifiziert werden. 
Positive Klone wurden in frisches Medium mit 25 pM Paclitaxel uberimpft. 
Durch Kultivierung der Zellen in steigender Paclitaxel-Konzentration (bis 
80 pM) wurde ein komplettes "phenotypic assortment" (Gaertig & Kapler 
(1999)) erreicht. 

Zur Analyse der Klone wurden ca. 4 ml Kulturen in SPPA mit Paclitaxel 
angezogen, DNA isoliert (Jacek Gaertig et al. (1994) PNAS 91:4549- 
4553) und durch PCR die in den BTU1 -Locus integrierte DNA amplifiziert. 
Als Primer dienten die BTU1 spezifischen Primer BTU1-5'F 
(AAAAATAAAAAAGTTTGAAAAAAAACCTTC , ca 50 bp vor dem 
Startcodon, SEQ ID No.: 18) und BTU1-3'R 
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(GTTTAGCTGACCG ATTCAGTTC , 3 bp hinter dem Stopcodon, SEQ ID 
No.: 19). Die PCR-Produkte wurden ungeschnitten und mit Hind III Oder 
Eco RV (pBDES6) bzw. Eco Rl (pBDES9) geschnitten auf einem 1%igen 
Agarosegel analysiert. Vollstandiges "phenotypic assortment" wurde uber 
RT-PCR mit den BTU1 spezifischen Primem (Gaertig & Kapler (1999)) 
uberpruft. 

BEISPIEL 11: 

Micronucleus- und Macronucleus-Transformation von Tetrahymena mit 
dem Knock-out Konstrukt pgDES6::neo 

Tetrahymena Stamme unterschiedlichen Paarungstyps (CU428 VII und 
B2086 II) wurden getrennt in SPPA-Medium bei 30 °C unter Schutteln 
(150 Upm) in einem Erlenmeyerkolben kultiviert. Bei einer Zelldichte von 
3-5 x 10 5 Zellen/ml wurden die Zellen 5 min bei Raumtemperatur 
zentrifugiert (1200 g). Die Zellen wurden dreimal mit 50 ml 10 mM Tris-HCI 
(pH 7,5) gewaschen und schlie&lich in 50 ml 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) 
resuspendiert und mit Antibiotika-Ldsung versetzt. Die Zellen wurden in 
einem Erlenmeyerkolben bei 30 °C ohne Schutteln inkubiert. Nach ca. 4 h 
wurden beide Kulturen erneut gezahlt und mit 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) 
auf 3 x 10 5 Zellen/ml verdunnt fur weitere 16-20 h bei 30 °C inkubiert. 
Nach dieser Hungerphase wurde von beiden Kulturen die gleiche 
(absolute) Zellzahl in einem 2-L Erlenmeyerkolben gemischt. Die Zellen 
wurden bei 30 °C inkubiert (Beginn der Konjugation) und nach 2 h wurde 
die Effizienz der Konjugation bestimmt. Fur eine erfolgreiche 
Transformation sollten zu diesem Zeitpunkt ca. 30% der Zellen als Paare 
vorliegen. 

Fur die Micronucleus-Transformation wurden 3 h, 3,5 h,4h und 4,5 h 
nach Beginn der Konjugation jeweils 1 x 10 7 konjugierende Zellen (5 x 10 6 
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Paare) 5 min bei 1200 g zentrifugiert und das Zelipellet in 1 ml 10 mM 
Tris-HCI (pH 7,5) resuspendiert. 

Fur die Transformation der neuen Macronucleus-Anlagen wurden 1 1 h 
nach Beginn der Konjugation Zellen wie oben zentrifugiert und in Tris-HCI 
resuspendiert. Die Transformation erfolgte mittels Mikropartikelbeschuss 
(s.u.). 

Fur die Kultivierung der delta-6-Desaturase Knockout-Mutanten wurde 
200pg/ml Borage-OI (20-25% GLA; SIGMA) zum Medium zugegeben. 

Durch Selektion auf Paromomycinresistenz konnten transformierte Zellen 
identifiziert werden. Bei der Transformation des Mikronucleus wurde 1 1 h 
nach Beginn der Konjugation Paromomycin (100 pg/ml Endkonzentration) 
zugegeben und die Zellen in Aliquots von 100 pi auf 96er Mikrotiterplatten 
verteilt. Die Zellen wurden in einer feuchten Box bei 30 °C inkubiert. Nach 
2-3 Tagen konnten resistente Klone identifiziert werden. Echte 
Mikronucleus-Transformanten konnten anhand der Resistenz gegenuber 
6-Methylpurin von Macronucleus-Transformanten unterschieden werden. 
Bei der Transformation des Macronucleus wurde ca. 4 h nach der 
Transformation Paromomycin (100 pg/ml Endkonzentration) zugegeben 
und die Zellen in Aliquots von 100 pi auf 96er Mikrotiterplatten verteilt. Die 
Zellen wurden in einer feuchten Box bei 30 °C inkubiert. Nach 2-3 Tagen 
konnten resistente Klone identifiziert werden. Positive Klone wurden in 
frisches Medium mit 120 pg/ml Paromomycin uberimpft. Durch 
Kultivierung der Zellen in dieser hohen Paromomycin-Konzentration wurde 
nach einigen Generationen ein komplettes "phenotypic assortment" 
(Gaertig & Kapler (1999)) erreicht 

Durch Kreuzung der Micronucleus-Transformanten mit einem B*VI-Stamm 
konnten homozygote Knockout-Mutanten erzeugt werden (Bruns & 
Cassidy-Hanley, Methods in Cell Biology, Volume 62 (1999) 229-240). 
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BE1SPIEL 12: 

Biolistische Transformation (Mikropartikelbeschuss) 

Die Transformation von Tetrahymena thermophila erfolgte mittels 
bioiistischer Transformation, wie sie bei Bruns & Cassidy-Hanley 
(Methods in Cell Biology, Volume 62 (1999) 501-512); Gaertig et al. 
(1999) Nature Biotech. 17: 462-465) Oder Cassidy-Hanley et al. ((1997) 
Genetics 146:135-147) beschrieben ist. Die Handhabung des Biolistic® 
PDS-1000/He Particle Delivery System (BIO-RAD) ist detailiert im 
zugehorigen Handbuch beschrieben. 

Fur die Transformation werden 6 mg Goldpartikel (0,6 pm; BIO-RAD) mit 
10 pg linearisierter Plasmid DNA beladen (Sanford et al. (1991) 
Biotechniques 3:3-16; Bruns & Cassidy-Hanley (1999) Methods in Cell 
Biology, Volume 62: 501-512). 

Vorbereitung der Goldpartikel: 60 mg der 0,6 pm Goldpartikel (Biorad) 
wurden in 1 ml Ethanol resuspendiert. Dazu wurden die Partikel 3 mal fur 
je 1-2 min auf einem Vortex kraftig gemixt. Anschliessend wurden die 
Partikel fur 1 min zentrifugiert (10000 g) und der Uberstand vorsichtig mit 
einer Pipette abgenommen. Die Goldpartikel wurden in 1 ml sterilem 
Wasser resuspendiert und wie oben zentrifugiert. Dieser Waschschritt 
wurde einmal wiederholt, die Partikel in 1 ml 50%igem Glycerol 
resuspendiert und in Aliquots zu 100 pi bei -20 °C gelagert. 

Vorbereiten der Transformation: Die Macrocarrierhalter, Macrocarrier und 
Stopscreens wurden fur mehrere Stunden in 100% Ethanol, die Rupture 
Disks in Isopropanol gelagert. Ein Macrocarrier wurde anschlieSend in 
den Macrocarrier-Halter eingesetzt und an der Luft getrocknet. 

Beladung der Goldpartikel mit DNA: Alle Arbeiten erfolgten bei 4 °C. 
Goldpartikel, vorbereiteter Vektor, 2,5 M CaCI 2> 1 M Spermidine, 70% und 
100% Ethanol wurdenauf Eis gekuhlt. 10 pi der linearisierten Vektor-DNA 
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(1 pg/mi) wurden zu 100 pi vorbereiteten Goldpartikeln gegeben und fur 
10 sec vorsichtig gevortext. Anschliessend wurden erst 100 pi 2,5 M 
CaC! 2 zugegeben, 10 sec gevortext und dann 40 pi 1 M Spermidine 
zugegeben und 10 min vorsichtig gevortext. Nach Zugabe von 200 pi 
70%igem Ethanol wurden die Partikel fur 1 min gevortext und dann 1 min 
bei 10000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 pi 100%igem Ethanol 
resuspendiert, zentrifugiert und dann in 35 pi 100%igem Ethanol 
resuspendiert. 

Die so vorbereiteten Partikel wurden vorsichtig mit einer Pipette auf das 
Zentrum eines Macrocarriers gegeben. Der Macrocarrierer wurde 
anschliessend bis zur Transformation in einer Box mit hygroskopischen 
Silicagel gelagert 

Transformation: Ein ml der vorbereiteten Zellen (siehe oben) wurde in die 
Mitte eines mit 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) angefeuchteten Rundfilters in 
einer Petrischale gegeben und in die unterste Einschubleiste der 
Transformationskammer des Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery 
Systems eingesetzt Die Transformation erfolgte mit den vorbereiteten 
Goldpartikeln bei einem Druck von 900 psi (zwei 450 psi Rupture Disks) 
und einem Vacuum von 27 inches Hg in der Transformationskammer. 
Anschliessend wurden die Zellen sofort in einen Erlenmeyerkolben mit 50 
ml SPPA-Medium uberfuhrt und bei 30 °C ohne Schutteln inkubiert. 
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Patentanspruche: 

1 . Nukleinsaure kodierend fur delta-6-Desaturase aus Tetrahymena mit 
einer Aminosauresequenz gemaS SEQ ID No.: 2 oder ein funktionelle 
Variante davon, und Teile davon mit mindestens 8 Nukleotiden, wobei 
SEQ ID No.: 1 Teil des Anspruchs ist. 

2. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsaure aus einem Ciliaten erhalten wird. 

3. Nukleinsaure nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da& 
die Nukleinsaure aus Tetrahymena thermophila erhalten wird. 

4. Nukleinsaure nach Anspruch 1 - 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsaure eine DNA oder RNA, vorzugsweise eine doppelstrangige 
DNA, ist. 

5. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, da(J die Nukleinsaure eine DNA mit einer 
Nukleinsauresequenz gemaft SEQ ID No.: 1 von Position 33 bis 
Postion 1091 ist. 

6. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daR die Nukleinsaure eine oder mehrere nicht 
kodierende Sequenzen enthalt. 

7. Eine isolierte Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 6 gemali 
SEQ ID No.: 3 oder ein funktionelle Variante davon, und Teile davon 
mit mindestens 8 Nukleotiden, wobei SEQ ID No.: 3 Teil des 
Anspruchs ist. 
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8. Nukleinsauren nach einem der Anspruche 1-7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure in einem Vektor, vorzugsweise 
in einem Expressionsvektor, enthalten ist. 

9. Expressionvektoren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, das 
die Nukleinsaure in funktioneller Kombination zu einem konstitutiven 
und / oder induzierbaren Promoter und optional einem 
Terminationssignal steht. 

10-Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure nach einem der 
Ansppruche 1-7, dadurch gekennzeichnet , daB die Nukleinsaure 
chemisch synthetisiert oder anhand einer Sonde aus einer Genbank 
isoliert wird. 

1 1 . Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemaB SEQ ID No. 2 oder 
eine funktionelle Variante davon, und Teile davon mit mindestens 6 
Aminosauren. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids gemaB Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine Nukleinsaure gemaB einem der 
Anspruche 1-7 in einem geeigneten Expressionssystem oder 
Wirtsorganismus exprimiert wird. 

13. Antikorper gegen ein Polypeptid gemaB Anspruch 11. 

14. Transgener Organismus enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der 
Anspruche 1 bis 10. 



15.Transgener Organismus nach Anspruch 11 ausgewahlt aus Pflanze 
oder Ciliaten. 
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16.Verwendung der Nukleinsauren gemaB der Anspruche 1-7 und/oder 
Polypeptide gemaS Anspruch 1 1 zur Anreicherung von delta 6 
Desaturase abhangigen Fettsauren in Ciliaten. 
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Fig. 7 
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Vergleich des Fettsaurespektrums (Hauptfettsauren) der Tetrahymena 
pBDES6-Transformanten (AX601 und AX604) im Vergleich zum 
Tetrahymena-Wildstamm (CU522) nach 50 h Kultivierung. Angegeben ist 
der prozentuale Anteil der Hauptfettsauren am gesamt Fettsaurespektrum 



# 
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1/8 

SEQUEN 2 PROTOKOLL 
<110> Aventis Research & Technologies GmbH & Co KG 

<120> Neue Nukleinsaure aus Tetrahymena kodierend fur eine 
delta 6-Desaturase, ihre Herstellung und Verwendung 

<130> ax99046wo 

<140> 
<141> 

<150> DE 19943270.8 
<151> 1999-09-10 

<160> 19 

<170> Patentln Ver . 2.1 

<210> 1 
<211> 1219 
<212> DNA 

<213> Tetrahymena thermophila 
<400> 1 

agtaagcaaa ctaaatttaa aaaacaagca ttatgggagt tgataagact taagaagaaa 60 

ttgttcttga aaataaaccc gaacttctca acgaatacaa atttatttac aaggatactg 120 

aatatgactg cactgaatat gctaaatcaa ataagcatcc tggcggtctt aatttcctca 180 

atttgtttat tgatgagaag taagatttga ctgaatattt cagaacactc cattctaagt 24 0 

aggctttgaa aattttaaaa tccttcccta agactggcgc aaaataagag gagactgaat 300 

cttcaaagag attctcaata ttaaagaaaa agcttaagca tttattcgaa ccaaactggc 360 

ctatcgaaat tggtttattc ttaactacct ttactttatt tgtcactgga tgtttgactc 420 

aaaagtggta tttctctatt ccccttcttg tcttaatgca aatcatcagt ggttggattg 480 

gtcactctat gaaccacaat cgtaacccta tattaagaaa attcgcttta gtctacgctc 54 0 

ctctttgtgg tggtttctct aataaatggt ggggtaggaa gcacaatcaa catcatatgt 600 

tcacaaacaa cattctaaag gacgaagata tctaacacga ttacaaattg tggtaattcc 660 

ccttcttatt tttaaagtgg aaattagact ccatcttagc ttcttattat gaatttgaag 720 

gaatcttcct tgccttgcac tgggtattat tattcaacta aaacttctat atcgtaattc 780 

tttctgaatt gattgctggt ttcttcagtg cttctattct tgttggaaat catgaaaatg 840 

aaatgaaatt cgaaagaaga atcactttac catttttcga acatcaaata gctgcaagca 900 

gaaactacgc tttccacgac atattctctc tacttattat gggtggtatg taatattaga 960 

ctgaacatca ctttttccca taaattcctt tctacagatt acccaaagct cgtgtcataa 1020 

ttgctgaaga attaaagaag tggaacctta agattcatga aggacctatt tttgaaaaat 1080 

ctcacctttg aaaataaata aatttatttt aaatgcatat tttattagta atactaacaa 1140 

ttgtaggaaa tgtgttatgg tttgtttact tattactttt taatctgaga aaacagtctt 1200 
aacaaaaaaa aaaaaaaaa 1219 
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<210> 2 
<211> 352 
<212> PRT 

<213> Tetrahymena thermophila 
<400> 2 

Met Gly Val Asp Lys Thr Gin Glu Glu lie Val Leu Glu Asn Lys Pro 
15 10 15 

Glu Leu Leu Asn Glu Tyr Lys Phe lie Tyr Lys Asp Thr Glu Tyr Asp 

20 25 30 

Cys Thr Glu Tyr Ala Lys Ser Asn Lys His Pro Gly Gly Leu Asn Phe 
35 40 45 

Leu Asn Leu Phe lie Asp Glu Lys Gin Asp Leu Thr Glu Tyr Phe Arg 
50 55 60 

Thr Leu His Ser Lys Gin Ala Leu Lys lie Leu Lys Ser Phe Pro Lys 
65 70 75 80 

Thr Gly Ala Lys Gin Glu Glu Thr Glu Ser Ser Lys Arg Phe Ser lie 

85 90 95 

Leu Lys Lys Lys Leu Lys His Leu Phe Glu Pro Asn Trp Pro lie Glu 

100 105 110 

lie Gly Leu Phe Leu Thr Thr Phe Thr Leu Phe Val Thr Gly Cys Leu 
115 120 125 

Thr Gin Lys Trp Tyr Phe Ser lie Pro Leu Leu Val Leu Met Gin lie 
130 135 140 

lie Ser Gly Trp lie Gly His Ser Met Asn His Asn Arg Asn Pro lie 
145 150 155 160 

Leu Arg Lys Phe Ala Leu Val Tyr Ala Pro Leu Cys Gly Gly Phe Ser 

165 170 175 

Asn Lys Trp Trp Gly Arg Lys His Asn Gin His His Met Phe Thr Asn 

180 185 190 

Asn lie Leu Lys Asp Glu Asp lie Gin His Asp Tyr Lys Leu Trp Gin 
195 200 205 



Phe Pro Phe Leu Phe Leu Lys Trp Lys Leu Asp Ser lie Leu Ala Ser 
210 215 220 
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Tyr Tyr Glu Phe Glu Gly lie Phe Leu Ala Leu His Trp Val Leu Leu 
225 230 235 240 



Phe Asn Gin Asn Phe Tyr lie Val lie Leu Ser Glu Leu lie Ala Gly 

245 250 255 

Phe Phe Ser Ala Ser lie Leu Val Gly Asn His Glu Asn Glu Met Lys 

260 265 270 

Phe Glu Arg Arg lie Thr Leu Pro Phe Phe Glu His Gin lie Ala Ala 
275 280 285 



Ser Arg Asn Tyr 
290 

Gly Met Gin Tyr 
305 

Tyr Arg Leu Pro 



Trp Asn Leu Lys 

340 



Ala Phe His Asp 
295 

Gin Thr Glu His 
310 

Lys Ala Arg Val 
325 

lie His Glu Gly 



lie Phe Ser Leu 

300 

His Phe Phe Pro 
315 

lie He Ala Glu 
330 

Pro He Phe Glu 
345 



Leu He Met Gly 



Gin He Pro Phe 

320 

Glu Leu Lys Lys 
335 

Lys Ser His Leu 
350 



<210> 3 
<211> 2492 
<212> DNA 

<213> Tetrahymena thermophila 



<400> 3 

taaaacgatt ataaatatca cacaaattaa accgaaaaag agttaaagtg ctaatattaa 60 
taatataatt tatctaaatt gaaagatggt tcaattaatt tgaaattatt ttgaagcaaa 120 
ataattcgat tcgtgtaaga tggaaattga aagaattaag gtttagaaaa gttctttttg 180 
taaaataata gagttaaagt caataaattt tatattacgt aaatcttaaa gtgtgcaaat 240 
gttatcatta acaattctaa atgatgcaaa atatttaaat tattaaaaat aatgatagtt 300 
aataaaatca atatttcata ataataataa ggtatctatc tatctatcaa tatttcaata 360 
aatattaatt aaaaggttat aaaataagta agcaaactaa atttaaaaaa caagcattat 420 
gggagttgat aagacttaag aagaaattgt tcttgaaaat aaacccgaac ttctcaacga 480 
atacaaattt atttacaagg atactgaata tgactgcact gaatatgcta aatcaaataa 54 0 
gcatcctggc ggtcttaatt tcctcaattt gtttattgat gagaagtaag atttgactga 600 
atatttcaga acactccatt ctaagtaggc tttgaaaatt ttaaaatcct tccctaagac 660 
tggcgcaaaa taagaggaga ctgaatcttc aaagagattc tcaatattaa agaaaaagct 720 
taagcatgta aatacattca aatgatatct ttattgagca tatttagcat aatttgataa 780 
ttttcataag catattttaa attataaaaa tgaacatatt tttaaattaa tttagttatt 840 
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cgaaccaaac tggcctatcg aaattggttt 
tggatgtttg actcaaaagt ggtatttctc 
cagtggttgg attggtcact ctatgaacca 
tttagtctac gctcctcttt gtggtggttt 
tcaagtaacc ataatattta atataaatat 
agtcatattt tgatgcttta atagtacaaa 
aagatcttaa tttagccttt tttaaaaatt 
gtataataaa tgattaagcc aaaatctgta 
acacaaagat tacacatagc attttatttt 
attttaagaa atgaaataac tttttttccc 
atacaaataa ttgaaaaaag ctaaatcttt 
agattaattt taccatttaa tttaagtacc 
aatgacgtca cggataaata ttatcatact 
atttaaaact aattaatata attctaataa 
aaggacgaag atatctaaca cgattacaaa 
tggaaattag actccatctt agcttcttat 
cactgggtat tattattcaa ctaaaacttc 
ggtttcttca gtgcttctat tcttgttgga 
agaatcactt taccattttt cgaacatcaa 
gacatattct ctctacttat tatgggtggt 
ccataaattc ctttctacag attacccaaa 
aagtggaacc ttaagattca tgaaggacct 
ataaatttat tttaaatgca tattttatta 
tggtttgttt acttattact ttttaatctg 
atttaacatt actttttaaa aaacaatttt 
gaaactaagt tgatggtgtt attttttaat 
tttaatttat taatccagca aataggcata 
gaccacgcgt gccctatagt gagtcgtatt 
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attcttaact acctttactt tatttgtcac 900 
tattcccctt cttgtcttaa tgcaaatcat 960 
caatcgtaac cctatattaa gaaaattcgc 1020 
ctctaataaa tggtggggta ggaagcacaa 1080 
ataaagattt tttggttttg cgaggaaaaa 1140 
caatatttga ttgttatgat taaattatta 1200 
tcaaataaat ttgaagataa tattattaaa 1260 
ccaaaaatct gtaaatacaa aatcaacttc 1320 
ttataataaa ataaatgaaa atagtttttt 1380 
tatgattttc aattaataaa aagcattgct 14 40 
tttctattaa aattaattac aaattgtaaa 1500 
gcaataagca aatctctatt ttttttaagc 1560 
attcctcaat aataaatcat ctttaaaata 1620 
aagcatcata tgttcacaaa caacattcta 1680 
ttgtggtaat tccccttctt atttttaaag 1740 
tatgaatttg aaggaatctt ccttgccttg 1800 
tatatcgtaa ttctttctga attgattgct 1860 
aatcatgaaa atgaaatgaa attcgaaaga 1920 
atagctgcaa gcagaaacta cgctttccac 1980 
atgtaatatt agactgaaca tcactttttc 2040 
gctcgtgtca taattgctga agaattaaag 2100 
atttttgaaa aatctcacct ttgaaaataa 2160 
gtaatactaa caattgtagg aaatgtgtta 2220 
agaaaacagt cttaacattt attcgatttt 2280 
gcttactata aatttacata agtatagtaa 2340 
ttttctaatt aatttgtgaa taaacgatga 2400 
attatattac aaataccagc ccgggccgtc 2460 
ac 2492 



<210> 4 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Tetrahymena thermophila 
<400> 4 

Trp Trp Lys Trp Asn His Asn Ala His His 
15 10 



<210> 5 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Tetrahymena thermophila 
<400> 5 

Gly Gly Leu Gin Phe Gin lie Glu His His Leu Phe Pro 
1 5 10 
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<210> 6 



<211> 20 



<212> DNA 



<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 



<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 



<400> 6 



tggtggaart ggamncayaa 



20 



<210> 7 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 7 

cgdggraana rrtgrtgttc 20 

<210> 8 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 



<400> 8 



gaccacgcgt atcgatgtcg actttttttt tttttttttv 



40 



<210> 9 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 



<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
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ggaatcacaa tcaacatcat atgttcac 
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<210> 10 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 10 

cttcgtcctt tagaatgttg tttgtgaac 

<210> 11 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 11 

agtaagcaaa ctaaatttaa aaaacaagc 

<210> 12 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 12 

agtaagcaaa ctaaatttaa aaaacaagc 

<210> 13 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 13 

ggtccttcat gaatcttaag gttccacttc 
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<210> 14 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
<400> 14 

cttaagtctt atcaactccc ataatgc 

<210> 15 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
<400> 15 

gaagtggaac cttaagattc atgaaggacc 

<210> 16 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
<400> 16 

gcattatgca tgttgataag acttaagaag 

<210> 17 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
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Sequenz : Primer 
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Sequenz : Primer 



30 



Sequenz : Primer 



30 



Sequenz : Primer 



<400> 17 

tatggatcct caaaggtgag atttttcaaa aatag 



35 
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<210> 18 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 18 

aaaaataaaa aagtttgaaa aaaaaccttc 30 

<210> 19 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 



<400> 19 



gtttagctga ccgattcagt tc 



22 
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